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OZET

SEKER OTU (Stevia rebaudiana BERTONI) BITKISINDE ON UYGULAMA VE
FARKLI ORTAMLARIN IN VITRO ANDROGENESIS UZERINE ETKIiLERI

TANSU USKUTOGLU

Yuksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Kenan TURGUT
Haziran 2016, 55 Sayfa

Bu tez calismasinda, seker otu olarak bilinen Stevia rebaudiana Bertoni
bitkisinde, uygun tomurcuk asamasinin tespiti ve MS temel besin ortaminda farkli
hormon konsantrasyonlar1 ile farkli 6n uygulamalarin in vitro androgenesis Uzerine
etkileri arastirilmistir.

Calismada kullanilan seker otu bitkisinin farkli biiyiikliikteki tomurcuklart
alinarak c¢esitli boyama yontemleri kullanilmig ve en basarili boyama yontemi ise
ethidium bromide ile gerceklesmistir. Anter kiiltiirii i¢in en uygun safha olan tek
cekirdekli donem tespit edilmistir. Tek cekirdekli donemdeki anterlerin, tomurcuk
acilma durumuna gore siniflandirilmas: gerektigi tespit edilerek, tomurcuk agilma ve
anterlerin gelisme donemleri arasinda iligki kurulmustur.

Calisma, birinci yi1l denemeleri ve ikinci y1l denemeleri olarak iki yil boyunca
yiriitiilmiis, birinci yil elde edilen verilerin 1s1ginda ikinci yil denemelerine gegilmistir.
Bu amagla ilk yil denemerinde herhangi bir 6n uygulama yapilmamis, uygun ortamlar
tespit edilmis ve ikinci yil denemelerinde ¢alisma genisletilerek 2 6n uygulama, 1
kontrol grubu olmak iizere 3 farkli uygulama olacak sekilde yiiriitiilmistir.

Birinci y1l denemelerinde 11 farkli ortamda yiiriitiilen calismada 3 ortamdan
kallus, cubuk embriyo ve embriyojenik kalluslar elde edilmistir. MS 2.0 NAA+0.5 BAP
ortaminda %13.33 oraninda embriyo elde edilmis, bunu sirasiyla %10 kallus olusturma
orani ile MS 0.5 2,4-D+0.5 BAP ortam1 ve %3.33 kallus oranm1 ile MS 1.0 NAA+0.5
BAP ortami takip etmistir. Birinci yil yapilan c¢alismalarda elde edilen kalluslardan
herhangi bir farklilagsma meydana gelmemistir.

Ikinci y1l denemelerinde anterlere dogrudan sicak (+35 °C) ve soguk (+4 °C)
uygulamalar1 yapilmis ve yapilan uygulamalar arasinda farklilik gdzlemlenmemistir. ki
kallustan elde edilen %37.5 embriyo orani ile MS 2.0 NAA+0.5 Kinetin sicak
uygulamasi, en basarili ortam olarak gozlemlenmis, bu ortami %7.5 kallus olusturma
oranlar1 ile MS 2.0 NAA+0.5 BAP kontrol ve soguk uygulamasi, MS 1.0 NAA+0.5
BAP kontrol grubu takip etmistir. Sadece soguk uygulamasi sonucu elde edilen
bitkilerden kallus araciligiyla organogenesis meydana gelmis, buradan elde edilen
bitkiler c¢ogaltilarak bu bitkilerin stoma sayimi yapilmistir. Yapilan sayimlarda bu



bitkilerin kontrol grubu bitkilerinden bir farkinin olmadigi yani diploid karakterde
oldugu gozlemlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Androgenesis, anter kiiltiirii, haploidi, sicak uygulama,
soguk uygulama, Stevia rebaudiana
JURI: Prof. Dr. Kenan TURGUT (Danisman)
Prof. Dr. Sadik CAKMAKCI

Yrd. Dog. Dr. Clineyt CESUR



ABSTRACT

THE EFFECTS OF PRETREATMENT AND DIFFERENT CULTURE MEDIA
IN VITRO ANDROGENESIS ON Stevia rebaudiana BERTONI

TANSU USKUTOGLU

MSc Thesis, Departmant of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Kenan TURGUT
June 2016, 55 Pages

In this study, Stevia rebaudiana Bertoni plant which is known as a “sweet herb”,
determination of the appropriate bud stage and looked in vitro androgenesis effects on
different hormone concentrations with different pre-treatment in MS basic nutrient
medium.

In the study used different size of Stevia buds which are staining with various
staining methods. The most succesful staining methods is ethidium bromide and
suitable bud stage (uninucleate) was determined. Anter with uninucleate stage should be
classified with bud opening period and there is established a relationship between the
development of anters and bud opening period.

The study was carried out for two years. First year trial was set up and second-
year trial started in light of data obtained from the first year trial. For this purpose, in the
first year trial, anters are taken directly to culture media (without pre-treatment). In the
second year, trial was expanded and anthers were exposed to two different pre-treatment
and one control groups. Totally second year trial was carried out with three different
applications.

First-year trial was conducted in 11 different culture media and 3 medium gives
reaction to androgenesis. In this three medium; callus, embryos and embryogenic calli
was obtained. Embryos was obtained from MS 2.0 NAA+0.5 BAP medium with a rate
of 13,33% and MS 0.5 2,4-D+0.5 BAP medium and MS 1.0 NAA+0.5 BAP medium
has followed respectively with a rate of callus forming 10% and 3,33%.Obtained at the
end of the first year of the callus did not occur any differentiation.

Second-year trial, anters directly taken to culture and exposed to hot temperature
(+35 °C) and cold shock (+4 °C). There was no significant difference between the hot
and cold pre-treatments. MS 2.0 NAA + 0.5 Kinetin hot application were the most
successful medium with 37.5% embryos ratio obtained from two callus. MS 2.0 NAA +
0.5 BAP cold application and control group, MS 1.0 NAA+0.5 BAP medium both of
them callus forming ratio is 7.5%. Only cold application results organogenesis via
callus. The obtained plants were duplicated in vitro conditon and stoma counting was
done with control plant. There is no difference has been observed in the control group
and obtained plants so this plants are also diploid character.

KEYWORDS: Androgenesis, anther culture, haploidy, hot pre-treatment, cold pre-
treatment, Stevia rebaudiana
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ONSOZz

Tibbi aromatik bitkilerin diinyada 50.000 ile 70.000 arasinda bitki tiiriiniin
modern ve geleneksel tipta kullanildigi bilinmektedir. Bu endustriye olan ilgi giln
gectikce artmakta ve tibbi aromatik bitkiler aralarinda ormancilik, tarim, gida, baharat,
icecek, eczacilik, kozmetik ve parfim gibi bircok sanayi dalina hammadde
saglamaktadir. Bu hammaddeler; rizom, yaprak, sogan, kok, govde, aga¢ kabuklari,
tohum, cicek ve meyve gibi ¢esitli bitki kisimlarindan karsilanmaktadir.

Asteraceae familyas1 tiyesi olan stevia yapraklari sakkarozdan daha tatli olan
steviosid, rebaudiosid A, B, C, D, E ve dulcosid-A glikozitlerini icermektedir. Bu
glikozitlerden Steviosid ve Rebaudiosid A 6zellikle tatlandirici olarak 6nem arz etmekte
ve bu glikozitlerin miktarlarinin fazla olmasi istenmektedir. Bitkinin kuru yapraklari
sekerden 15-20 kat, toz ekstresi ise 300 kat daha tatli olup, kalorisizdir. Stevia
tatlandiricis1 genis oranda diyabetliler ya da diyet yapan kisiler tarafindan
tlketilmektedir. 2025 yilinda 57 milyon kisinin diyabetli olacagi 6n gortulmektedir.
Bunun yaninda Stevia ekstraktinin olumsuz etkisini gosteren bir raporda bulunmamakta
ve bu ozelligi ile de Stevia diger sentetik tatlandiricilara alternatif olarak
kullanilabilmektedir. Stevia bitkisi yabanci déllenen bir bitki oldugu igin nesiller
boyunca agilma gostermekte ve bu nedenle homojenligini kaybetmektedir. Bitkide
istenilen karakterlerin korunmasi ve bu karakterlerin sonraki generasyonlarda ortaya
¢ikarilmasi son derece 6nemlidir. Bunun i¢in kullanilabilecek en etkili metotlardan biri
de in vitro uygulamalardir. Yabanci dollenen bitkilerde 8-10 generasyon siiren
kendileme c¢alismalari, haploidi tekniginin kullanilmasiyla bir ka¢ yilda
tamamlanabilecegi gibi, yine bu yontemle %2100 homozigot saf hatlar elde etmek
mumkin hale gelmistir. Uygulama kolayligi nedeniyle haploidi ¢aligmalarinin,
tartismasiz akla gelen ilk yontemi “Anter Kiiltiirii” teknigidir.

Bu ¢alismada; seker otu (Stevia rebaudiana Bertoni) bitkisinde 6n uygulama ve
farkli ortamlarin in vitro androgenesis uzerine etkileri arastirilmustir.

Basta tez c¢alismasi konumun belirlenmesi olmak (zere, beni doku kultlrQ
alanma yonlendiren, g¢aligmam boyunca degerli fikirlerini benimle paylasan, tez
calismama yOn veren, bir an olsun ilgi ve alakasini esirgemeyen saygideger tez hocam
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Kenan TURGUT a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismam sirasinda, sitoloji alanindaki degerli tecriibelerini benimle
paylasan ve boliim laboratuvarlarmi kullanimimiza agan Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahce Bitkileri Bolimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. A. Naci ONUS’a ¢ok degerli
katkilarindan dolayi tesekkiir ederim.

Laboratuvar ve arazi caligmalarimda bana destek ve yardimci olan, ylksek
lisanstm boyunca destegini esirgemeyen Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri BolUmU Arastirma Gorevlisi Begim TUTUNCU’ye, Bahge Bitkileri Bolimii
laboratuvarinin kullanimi esnasinda her tiirli kolayligi saglayan ve yardimci olan
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Bahce Bitkileri Bolimi Arastirma Gorevlisi



Tuggee OZSAN’a, hayatimda ve calismalarimda elinden gelen tiim yardimlar1 sunan
Duygu AGAR’a igten tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tiim yagamimda oldugu gibi yiiksek lisansim boyunca da sonsuz anlayislarini ve
maddi manevi desteklerini her zaman hissettigim sevgili aileme sonsuz siikranlarimi
sunuyorum.
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GIRiS Tansu USKUTOGLU

1. GIRIS

Insanlik tarihinin baslangicindan bu giine kadar insanlar yiyecekleri
lezzetlendirmek veya tatlandirmak igin gesitli yollar denemislerdir. Giiniimiize gelene
kadar bu isteklere cevap veren maddelerin basinda ise yiksek kalorisi ile birlikte seker
gelmektedir.

Gida sanayisinin en temel girdilerinden biri olan seker, gerek igerdigi yiiksek
orandaki kalori gerekse tatlandirici 6zelliginden dolayi, bugiin diinyada yaklasik 120
iilkede iiretilmektedir. Yiiksek kalorili bir besin maddesi olan seker, iiretildigi her
iilkenin stratejik tarim iriinleri grubunda yer almaktadir. Bilindigi tlizere iilkeler seker
ihtiyacim1 yasadiklar1 bolgenin ekolojik kosullarina uyum saglayan seker kamisi veya
seker pancari olmak ftizere farkli iki bitki ile karsilayabilmektedir. Diinya seker
Uretiminin %70’1 seker kamigindan, %30°u ise seker pancarindan iiretilmektedir. Seker
kamisindan {iretilen seker, seker pancarina kiyasla tiretim maliyeti daha diisiiktiir, fakat
istedigi iklim kosullarindan dolay: tiim diinya genelinde iiretilememekte ve dolayisiyla
yetismedigi yerlerde alternatifi olan seker pancari devreye girmektedir. Seker kamistan
seker tretiminde lider Ulkeler; Brezilya, Hindistan, Tayland, Meksika, Kolombiya ve
Kiiba’dir. Pancar sekeri iiretiminde ise diinyanin 6nde gelen iilkeleri ABD ve AB Uyesi
tilkeler basta olmak {izere; Ukrayna, Tiirkiye ve Rusya’dir (Anonim 2011).

Bugiin diinya {izerinde seker iretiminin 2016 yili itibari ile 173 milyon ton,
ihracatinin ise diinya tizerinde 52 milyon tona ulagsmasi beklenmektedir (Anonim 2015).
Bu denli 6nemli bir paya sahip olan sekerin kullanim fazlaliginin getirdigi bir takim
saglik zararlari da goz ardi edilmemelidir. Bu zararlardan bazilari ise su sekilde
siralanabilir:

1-) Kandaki sekeri ani yiikseltip, ¢cok kisa siirede normal degerin altina diigiiriir.

2-) Seker ve sekerli besinlerin fazla tiiketimi ve bunlarin dis {izerinden temizleyecek dis
bakimi uygulamasinin olmayisi dis ¢lrlklerine neden olur.

3-) Seker tiiketimiyle ¢ok fazla enerji alinmaktadir. Fazla seker tiiketimi ayrica viicutta
yag depolanmasini hizlandirarak "sigsmanlik ve buna bagh kalp damar hastaliklar1 ve
diyabet riskini" artirmaktadir (Baysal vd 1999, Arslan vd 2001).

Degisen yasam tarzlari, seker kaynakli obezite ve dis hastaliklar1 gibi
rahatsizliklart tetiklemesi veya diyabet hastalarinin seker kullanamamasi gibi
sebeplerden otlirii bu yiiksek kalorili sekerin tadin1 alabilecek daha diisiik kalorili ve
yiiksek tatlandirma yetenegine sahip alternatif tirinlerin bulunmasi insanlar i¢in zaruri
olmustur. Bu amagcla {iretilen diisiik kalorili sentetik tatlandiricilar eczacilik ve gida
sektdrlinde piyasaya ¢ikmis fakat daha sonra anlasilan zararhi etkilerinden dolay1
kullanimlar1 sinirlandirilmis veya tamamen yasaklanmistir (Inglett 1976, Sardesai ve
Waldshan 1991).
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Dolayisiyla kullanilabilecek kalorisiz tatlandirict istegi insanlari bitkisel kokenli
zararsiz tatlandiricilara yonlendirmistir. Tatlandiricinin @z kalorili olmasi, diisiik
konsantrasyonlarda bile tadini verebilmesi ve zararli yan etkilerinin bulunmamas iyi bir
tatlandiricida istenilen Ozelliklerin basinda gelmektedir. Bunlara ilaveten genis bir
sicaklik ve pH araliginda stabilitesini korumasi, nem ¢ekmemesi, suda kolay ¢dzinmesi,
agizda aci tat birakmamasi ve diger tatlandiricilarla birlikte kullanilabilmesi gibi
Ozellikler de istenmektedir (Surana vd 2006). Bu a¢ig1 kapatmak adina son yillarda
bilinirligi gitgide artan bitkisel kokenli tatlandirici kaynagi olan Stevia rebaudiana
Bertoni (Seker Otu) bitkisi icerdigi diterpen glikozitleri sayesinde bu istekleri
karsilayabilecek potansiyele sahiptir.

Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) Asteraceae (Compositac) familyasindan
cok yillik, yabani, kiiciik ve ¢alimsi bir bitki olup, anavatan1 Paraguay ve Brezilya
smirindaki Amambi daglaridir (Cortes vd 2007). Stevia ¢ok yillik bir bitkidir fakat
sicakligin 0 °C’nin altina diistiigli yerlerde tek yillik olarak goriilebilir. En iyi gelisimi
sicak iklimde 15-30 °C’de bol yagis alan yerlerde gosterir. Ekildigi tarlalarda nemli
toprak isterken topragin gecirgenliginin de yliksek olmasi1 ve fazla su tutmamasi
gerekmektedir (Chan vd 2000). Yaygin olarak Brezilya, Paraguay, Kolombiya,
Venezuela gibi iilkelerde yetistirilen Stevia, Paraguay’da 1500 yildan daha uzun bir
stiredir kullanilmaktadir. Stevia’nin yapraklarinda bulunan steviosid ve rebaudiosid gibi
diterpen glikozitleri sayesinde sekerden 200-300 kat daha tatlidir (Tanaka 1982). Dogal
tatlandiric1 olan stevia bu dzelliginden dolayr “tatli ot”, “tatli yaprak” ve ”bal yaprak”
gibi isimlerle adlandirilmaktadir (Chalapathi ve Thimmegowda 1997). Stevia’dan elde
edilen seker diyabet i¢in kullanilan aspartam ve sakarin gibi suni tatlandiricilara en iyi
dogal alternatif olarak goriilmektedir. Ayrica stevianin igerdigi sekerin yiiksek kalitede
ve kalorisiz olmasi da bitkinin 6nemini arttirmaktadir (Bharati 2003, Preethi vd 2011).

Her ne kadar seker otunun verdigi tat sekere kiyasla daha geg¢ alinsa da, sofralik
seker (slikroz) ile kiyaslandiginda seker otunun tatlandirici olarak gidalarda kullanilmasi
glinden giine artmaktadir. SUkroz ile kiyaslandiginda belli bash 6zelliklerinden dolay1
stevia tatlandiric1 olarak tercih edilmektedir.

Bu 0Ozellikler agagidaki gibi siralanabilir:

1-) Kalorisinin diigiik yani diyetik olmasi

2-) Kan sekerini yiikseltmemesi, diyabetik olmasi

3-) Yan etkilerinin olmamasi

4-) Yuksek sicaklik ve genis pH araliginda stabilitesini korumasidir.

Stevia tatlandiricis1 genis oranda diyabetliler ya da diyet yapan kisiler tarafindan
tiketilmektedir (Fronza ve Folegatti 2003). 2014 yil1 itibari ile diinyada tahmini olarak
387 milyon insan diyabet ile birlikte yasamaktadir. Oniimiizdeki 20 yillik tahminlerde
ise bu rakamin 595 milyon insana ¢ikmasi beklenmektedir ki bu rakam yaklasik olarak
yetiskin insanlarin %10’una tekabiil etmektedir. Bugilin yapilan saglik harcamalarinin
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her 9 dolarindan 1 dolar1 diyabet ve diyabetin yol ac¢tigi hastaliklarin tedavisi igin
harcanirken, bu harcamalar 612 milyar dolara kadar ulagmistir. Y1llik olarak diyabet ve
onun yol actig1 hastaliklardan 4.9 milyon insan dlmekte ve bu rakamda her 7 saniyede
diinya genelinde 1 insanin 6lmesi anlamina gelmektedir (IDF 2015). Ciktig1 gunden bu
gine bazi saglik sorunlarma yol ac¢tigi iddia edilse de seker otunda yapilan
arastirmalarda elde edilen ekstre veya yapraklarinin kullaniminin herhangi bir zararli
etkisi olmadig1 anlagilmistir (Lee 1979, Kinghorn 1982). Bitkisel kokenli bir tatlandiric
olmasi ve icerdigi 6zellikler bakimindan seker hastalarinin da kullanimina uygun olmasi
bu bitkinin 6nemini daha da arttirmaktadir.

Seker otu bu derece 6nemli bir bitki olmasima ragmen maalesef {ilkemizde
yetistiriciligi henliz yayginlasmamis ve yeterince bilimsel g¢alisma yapilmamistir.
Yabanci dollenen ve genellikle kendine uyusmazlik 6zelligi gosteren seker otunda
kendileme ile homozigotluk saglamak olduk¢a zor goriinmektedir. Ayrica, haploidi
teknigi kullanilarak ¢ok daha kisa siirede homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir.
Yabanct dollenen bitkilerde, kendileme ile homozigot hatlarin elde edilmesi 8-10
generasyon siirmesine karsin haploidi teknigi ile bir generasyonda %100 homozigot
hatlar elde edilebilmektedir. Bircok bitki turinde haploidi aragtirmalari yiiriitilmis ve
hala yiiriitiilmektedir. Bazi tiirlerde hi¢ basar1 elde edilemezken bazilarinda gok diisiik
oranda haploid bitkiler elde edilmistir. Haploidi teknikleri olarak; androgenesis (anter
ve mikrospor kiiltlirleri), gynogenesis (oviil ve ovaryum Kkiiltiirleri) ve 1sinlanmig
polenlerle tozlanma yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlarin igerisinde ise anter
kiiltiirli en yaygin olarak kullanilan tekniktir.

Bu calismada; seker otu bitkisinde farkli 6n uygulamalar ve ortamlarin anter
kiiltiiri tizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir. Calismada yontem olarak anter
kaltarindn secilmesinin iki 6nemli nedeni vardir;

1) Anter kiiltiiriiniin farkl tiirlerde bagarili olmasi,
2) Uygulanmasinin daha kolay olmasidir.

Stevia rebaudiana Bertoni’nin anterlerini kullanarak degisik on uygulama ve
farkli ortamlarin in vitro androgenesise olan etkisinin arastirilmasi ile birlikte ileride
yapilacak olan haploidi ¢aligmalarina da temel olusturabilecektir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Seker Otunun (Stevia rebaudiana Bertoni) Kesfedilmesi ve Tarihsel Gelisimi

Astereceae (Compositae) familyasi bitkilerinden biri olan Stevia rebaudiana
Bertoni bitkisinin yapraklarmin igerdigi yiiksek orandaki tatlandirici igeriginin tam
olarak ne zaman kesfedildigi bilinmese de bilim diinyanin ilgisini ¢ekmesi 115 yil
oncesine kadar dayanmaktadir. Paraguay’in baskenti olan Asuncion da Ingiliz
konsolosu olarak goérev yapan Cecil Gosling, seker otunun bulunmasinda Italyan-
Isvigreli botanik¢i olan Dr Moisés S.Bertoni’ye onemli katkilar saglamustir. Bitki
tizerinde calisma yapan ve yeni bir tiir teshis eden Bertoni, daha sonra bitkiye Stevia
rebaudiana Bertoni ismini vermistir (Gosling 1901, Bertoni 1905).

Paraguay kokenli seker otu bitkisi tatlandirici 6zelliginden dolayr yirminci
yiizy1l boyunca binin {izerinde bilimsel makaleye ve c¢esitli patent bagvurularina konu
olmustur. Steviosid, seker otu yapraklarina tatlilik veren ve yapraklarinda en ¢ok
bulunan bilesendir. Ent-kaurene diterpen glikozitleri ise saf olmayan formda, seker otu
bitkisinden ilk defa yirminci yiizyilin baslarinda elde edilmistir (Bertoni 1918). Bu
glikozitlerin 6nemi ve yenileri ise ancak ilerleyen yillarda kesfedilebilmistir. 1970’1lerin
baslarinda Japon aragtirmacilar stevia yapraklarinda bulunan ve en énemli ikinci bilesen
olan ent-kaurene diterpen glikozitlerininden olan rebaudiosid A’yr izole etmeyi
bagarmislardir (Kohda vd 1976). Seker otu yapraklarinda bulunan ve tatlilik veren
glikozitlerden olan fakat bitki yapraklarinda daha az bulunan; dulcosid A, rebaudiosid
B-E ve steviolbiosid ise daha sonradan kesfedilmistir (Tanaka 1982). Stevia rebaudiana
Bertoni bitkisi, stevia cinsi diger bitkilerle kiyaslandiginda anormal bir sekilde steviosid
ve rebaudiosid A diterpen glikozitlerini yapraklarinda biriktirmektedir. Yaklasik olarak
230 bitkiden olusan stevia cinsindeki higbir bitkinin yapraklarinda bu kadar yiksek
oranda steviosid ve rebaudiosid A rastlanmamaktadir (Soejarto vd 1982). Seker otu
bitkisinin yapraklarinda bulunan fakat tatlilik vermeyen bir¢ok glikozit de gilinlimiizde
tanimlanmustir.

Seker otu bitkisinden ekstrakt elde edilmesi ve saflastirilarak tatlandirici veya
gidalarda kullanilmas1 1970’lerde Japonya’da baslanmis ve o donemde yasaklanan bazi
yapay tatlandiricilarla birlikte siire¢ hizla ilerlemistir. Aspartamin kesfedilmesinden
once 1987°de steviosid Japonya’da ki yiiksek konstantrasyondaki tatlandirict pazarinin
%41’1ni olusturmaktaydi (Anonim 1988). Diinyada en genis iiriin yelpazesi ve kullanimi
ile giinlimiizdede Japonya bu alanda oncii lilke konumundadir. Giiney Kore’de ise
steviosid ilk kez alkol endistrisinde kullanilmis ve giderek iilke genelinde kullanim
alan1 yayilmistir (Seon 1995). Brezilya ve Giney Amerika (lkelerinde steviosidin
tatlandirict olarak kullanilabilmesi onaylanmisken, Kuzey Amerika ve 15 kadar Avrupa
birligi {ilkesinde seker yerine tatlandirict olarak kullanilmasi yasal olarak
onaylanmamistir (Bakal ve O’Brien 1986). Her ne kadar yasal olarak onaylanmasada
pratikte Amerika Birlesik Devletlerinde ve Kuzey Avrupa’da bir¢ok alanda tatlandirici
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olarak yararlanilmaktadir (Moroni 1999). 1991°de Amerika’da Stevia rebaudiana
Bertoni bitkisinin yaprak ihracati yasaklanmis fakat bu yasak 1995 yilinda yiiriirlikten
kaldirilmigtir. Bazi iilkelerde sagliga zararli olup olmadig tartisilsa da stevia bitkisinden
elde edilen ekstraktlarin zarali olduguna dair yapilan bir arastirma olmadig: gibi zararl
olmadigina iliskin uzun soluklu bir ¢alismada bulunmamaktadir.

2.2. Stevia Bitkisinin Morfolojik Ozellikleri

Stevia ¢ok yillik 30-50 cm derinlere kadar inebilen sacak kokld, narin ve dikine
gelisen bir govdeye sahiptir. Koklere yakin bolgelerden kolayca siirgiin verir ve her yil
oldiikten sonra tekrar yenilenir. Dogal ortaminda bitki narin ve kiigiik dalli, dallar ve
yapraklar yesil ve kiiciik beyaz tiiyciiklerle kaplanmigtir. Kiiltiir formunda ise bitki
genellikle bircok yandal meydana getirir ve kalabalik yuvarlagimsi bir tag¢ olusturur.
Bitkinin ezilen yapraklar1 ise ¢evreye agir bir koku yaymaktadir. Ayrica bitkinin tim
yesil aksaminin tadi ise tathidir.

Yapraklar1 basit yapida neredeyse sapsiz ve bogum arasi 2-4 cm uzunlugundadir.
Yapraklari ince ve kayisimsi olup ¢ok degisik boyut ve sekildedir. Dar elips seklinde,
tepe noktasi yuvarlak, asagiya inildikge darlasan ya da uzatilmis yuvarlak big¢imli
yapraklar1 2-3 cm uzunlugunda ve 0.6-1 cm genisligindedir. Yapraklarin tepe noktas: ya
yuvarlagimsi ya da keskin bir sekilde birlesir. Yapragin alt kismi ise kama seklindedir.
Yaprak kenarlar biitliindiir ve genellikle {ist yaris1 disli yapidadir, alta inildik¢e yaprak
kenar1 diizlesir. Yaprak tabaninda belirgin 3 adet damar goriiniirken iist tarafta da
daginik agsi ikincil damar diizeni goriilmektedir. Kuru durumdaki yapraklar zeytin
yesilinden yesil-kahverengi arasinda bir renk almakla birlikte genellikle iist tarafi daha
koyudur.

Kapitulumu gevsek, dal uglarinda ise salkim ¢igek sekli goriiniir. Cigek sap1 ¢cok
narin, 1-4 cm uzunlugundadir. Her kapitulumun ¢icek sap¢igi narin ve 1-4 mm
uzunlugundadir. Cicek vyapragi uzunlamasina mizrak seklinde olup, 1-2 mm
uzunlugundadir. Her kapitulum neredeyse ¢igcek sap1 uzunlugunda bir yaprak demeti
tarafindan sarilir, alt kismi1 yesil tist kismi1 ise sarimtirak bir renktedir. Cicek tablast 5
parcalidir, gencken yesil renkte tliyli yapida olup, 4-5 mm uzunlugundadir. Her
kapitulum 5 disk cicekten meydana gelmektedir (Kinghorn 2003).

Cicekleri kiime seklinde, rastgele dagilim gosterir. Cigekleri 15-17 mm arasinda
olup, gayet kiclk ve beyaz renklidir (Marsolais vd 1998). Kicik beyaz cicekleri tam
cicek yapisinda olup, erkek ve disi organ aymi c¢icekte bulunmaktadir. Bir ¢igek
salkiminda iki ile alt1 adet arasinda ¢igek bulunur (Goettemoeller ve Ching 1999). Bitki
en erken 4 gergek yaprak olustuktan sonra gigeklenmeye baslayabilir. Ciceklenme
bitkide yaklasik 1 ay siirmekte ve bu donem igerisinde bitkide farkli gelisim
donemlerindeki cicekler gorilmektedir.
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Seker otu bitkisinin kokleri ags1 yapidadir. Kis1 toprak altinda gegiren rizomlari
sayesinde soguk iklimlerde {ist bolgeleri Olse de toprak altinda kalan rizomlari
sayesinde, kis sonrasinda bitki tekrar canlanir ve yeni siirglinler vermeye baglar
(Taiariol 2004). Steviol glikozitler kok sisteminde depo edilmemekte ve toplam
biyokiitlenin %1 kadarini kokler olusturmaktadir (Bondarev vd 2003).

Tohumlar1 hassas bir kabukla kapli ve 3 mm uzunlugundadir. Kabuklarin
tizerinde sayilar1 20’ye yaklasan tuyler veya cikintilar bulunmaktadir. Tohumlar1 az
miktarda endosperm icermekte ve tohumlari kiigiik oldugundan dolay riizgar ile birlikte
etrafa yayilmaktadir (Ramesh vd 2006). Fertil tohumlar koyu renkte, daha acik olan
tohumlar ise bos yani fertil degildir (Goettemoeller ve Ching 1999). Genel olarak
tohumlarin canliligi azdir ve biiyiik bir degiskenlik gostermektedir. Tohumlar1 0 °C’de
saklanmalidir, eger daha yuksek sicakliklarda saklanirsa 3 yil iginde canliliginmi %50
oraninda kaybetmektedir. Stevia bitkisinin tohumlar1 ¢ok kiigiiktiir, 1000 tane agirhigi
yalnizca 0.15-0.3 g arasinda degismektedir (Brandle vd 1998).

2.3. Haploidinin Kisa Tarihgesi

Bir¢ok organizmada genetik katki her iki ebeveynden saglanirken bunun bazi
onemli istisnalar1 da vardir. Baz1 organizmalar ve bitkilerde dahil bunlarin haploidleri
elde edilebilmektedir. Bu konuda kullanilan “Haploid sporofit” tanimi bitkilerde
somatik hucrelerindeki kromozom sayisinin gamet hiicrelerindeki kromozom sayisina
esit oldugunu anlatmak i¢in kullanilmaktadir (Palmer ve Keller 2005). Bitkilerin yasam
¢evriminde 2 gesit tireme vardir; bunlardan biri sporofitik tireme iken digeri gametofitik
uremedir. Yiksek yapili bitkilerin baskin yagsam g¢evriminde sporofitik evre baskindir,
yani bunlarin yasam cevrimi tlimiiyle sporofittir. Sporofit erkek veya disi gametin
déllenmesi sonucu olusur ve ebeveynlerden ikisinin de bir set kromozomunu tasir.
Genetik yap itibariyle ise 2n yapidadir. Gametofit ise sporofit yapiin aksine tek set
kromozom (n) yapisi igerir ve bu yapt ise hiicrenin mayoz gecirirken kromozom
sayisinin yartya indirgenmesi ile meydana gelir.

Haploid bitkiler tek bir bireyin kromozomunu igeren (n) gametofit yapidaki
sporofit bitkilerdir. Diploid (2n) bitkilerden farki ise tek set kromozom yapisi
icermesidir. Bitkinin yasam evresinin hangi donemlerinde haploid bitkilerin
tiretilebilecegi ise Sekil 2.1°de gosterilmistir (Kasha ve Maluszynsky 2003).

Ik dogal sporofitik haploid bitki 1921 yilinda Bergner tarafindan Solanaceae
familyasindan Datura Stramonium L. da gozlemlenmistir (Blakeslee vd 1922).
Tahillarda ilk haploid bitki ise Gaines ve Aase (1926) tarafindan Pasifik’in
kuzeybatisinda yetisen kis varyetesi olan Triticum Compactum var. Humboldtii ‘da rapor
edilmistir. ilerleyen yillarda haploid bitkilerin 1slah ve genetik arastirmalarda
kullanilabileceginin farkina varilmasindan sonra dogada az rastlansa da bagka bitkilerde
de (Cizelge 2.1) kendiliginden haploid bitkiler olustugu 1974 yilinda Kasha tarafindan
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g0zlenmis ve 100 farkli kapali tohumlu bitkide de bu sekilde haploid bitkiler olustugu
rapor edilmistir (Dunwell 2010).

Haploid Sporofit Haploid Sporofit

(n) (n)

o

Androgenesis
Gametofit
./ " — | A
Sperm / Kaltara
Partenogenesis Apogami (n) /
Gynogenesis €[ \\mia (Yumurta hiicresi haric) Spor —
Délleme
q
Zigot Mayoz !

\ Mikrospor

v Sporofit /
Saglikl1 yetiskin bitki (2n)

Sekil 2.1. Bitki yasam dongiisiinde haploid bitki iiretim asamalari

Spontane yollarla olusan haploid bitkilerin olusmasindaki frekans diistikliigii bu
bitkilerin pratik uygulamalarda kullanimlarmi kisitlamstir.  {lk  haploid bitkinin
bulunmasindan 40 yil sonra Guha ve Maheshwari (1964) Datura Innoxia’da in vitro
kosullar altinda alinan polenlerinin uyarilarak normal gametofitik gelisiminin sporofitik
yone kaydirilabilecegini ve bu yolla olusan tam bir bitkinin haploid olacagini tespit
etmistir.

Anter kulttrt yolu ile ilk haploid bitki Nicotiana tabacum tiirlinde Bourgin ve
Nitsch (1967) tarafindan elde edilmistir.
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Cizelge 2.1. Dogal yolla olusan haploid bitkilere ait se¢ilmis bazi 6rnekler
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Yapilan bu kesifin ardindan anter kiiltiirii ile ilgili ¢alismalar artmis, Solanaceae
(Patlicangiller), Brassicaceae (Turpgiller), Gramineae (Bugdaygiller) familyalarinda
basarili sonucglar rapor edilmis, fakat benzer basarilar tiim kapali tohumlu bitkilerde
saglanamamustir.

Arpa (Hordeum vulgare L.), Kolza (Brassica napus L.), Tutin (Nicotiana
tabacum ) ve Bugday (Triticum aestivum L.) yliksek embriyo rejenerasyonu sebebiyle
model bitkiler olarak se¢ilmistir ( Forster vd 2007).

Bilimsel 6nemi olan Arabidopsis, bircok odunsu bitki ve baklagiller ise
giiniimiizde hala inat¢1 turler olarak bilinmekte ve in vitro morfogenesise cevap
vermemektedir (Sangwan-Norreel vd 1990).

2.4. Anter Kiltaru

Bitkilerdeki doku kiiltiirii g¢aligmalarinin temeli, ilk olarak Schwann ve
Schleiden’in 1838 yilinda totipotensi teorisini 6ne siirmeleri ile atilmistir. Genel olarak
bitkiler, hiicresel totipotensi icin olaganiistli bir potansiyele sahiptir. Aslinda,
¢ekirdegini muhafaza ettigi siirece herhangi farklilasmig bir bitki hiicresi, embriyogenik
sartlara donme ve tam olarak yeni bir bitki olusturma yetenegindedir. Hiicresel
totipotensinin en ¢arpict Orneklerinden birisi androgenesis fenomenidir (Ar1 2006).
Anter kiiltiri uygun kosullar altinda, igerisinde olgunlasmamis polenleri
(mikrosporlar1) bulunduran anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda
yapay besin ortamlarina yerlestirilmesi ve burada olgunlagsmamis polenlerden haploid
embriyolar elde edilmesidir.

Haploid ve double haploid (DH) bitkilerin elde edilmesi bitki 1slahi igin ¢ok
guclu bir ara¢ olarak kullanilabilecek potansiyele sahiptir fakat albino bitkilerin
olusmasi, diisiik embriyo olusumu, olusan embriyolarin yasama sansindaki azliklar,
yiikksek oranda genotipe baglilik, sezona bagli olarak anterlerin tepkisi gibi bazi
problemlerin Ustesinden gelinmesi gerekmektedir. Her ne kadar her tiiriin veya ayni tiire
ait farkl cinslerin bile kendine ait 6zel istekleri ve farkli prosediirleri olsa da bu alanda
Maluszynski vd 2003 yilinda 33 bitki tiirline ait 44 protokoliin detaylarini
yaymnlamiglardir. Anter kiltliriiniin uygulanist ile ilgili genel bir cerceve ¢izmek
mimkun olmakta ve kisaca Sekil 2.2 ‘deki gibi 6zetlenebilmektedir (Germana 2010).

Anter kultirinde uygun boyuttaki tomurcuklar sabahin erken saatlerinde
toplanir ve laboratuvar kosullarinda uygun boyama teknikleri ile (Etidyum bromiir,
DAPI, Asetokarmin, vb ) erken veya gec tek cekirdekli evresi tespit edilir. Araziden
toplanan uygun asamadaki ¢icek tomurcuklari sterilize edilmis distile su ile 3 defa
yikandiktan sonra uygun ylizey sterilizasyon ajanlar ile sterilize edilir. Sterilize edilen
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tomurcuklar en az 3 defa daha steril distile su ile durulandiktan sonra isleme hazir hale
gelmektedir.

Dondr Bitkinin Segilmesi
Tomurcuklarin Toplanmasi

Polen gelisim Donemlerinin Belirlenmesi
v' Asetokarmin
v’ DAPI
v' Etidyum Bromiir

On Uygulamalar

Bitki Yizey Sterilizasyonu

Anter Se¢imi

Anterlerin Kiiltiir Ortamina Ekilmesi

Morfogenik Gelisim ve Bitkicik Eldesi

Ploidi Analizi ve Homozigotlugun Tespiti

Haploidi Takiben Kromozom Katlanarak DH Eldesi

Sekil 2.2. Anter kiiltiirii basamaklar1

10
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Stereo-mikroskop yardimi ile anterlerden diploid siirgiinler vermemesi igin
filamentler dikkatlice steril pens ve bisturi yardimi ile kesilir. izole edilen anterler ise
onceden hazirlanmis ve petri kaplarma dokiilmiis besin ortamlarina alinarak, agizlar
parafilm veya stre¢ film ile kapatilarak kiiltlir islemi gerceklestirilir. Genel olarak
anterlerin, anter basma 1.5 ml ortam gelecek yogunlukta konulmasi tavsiye
edilmektedir. Yapilan tim asamalarda herhangi bir fungal veya bakteriyel
kontaminasyon olmamasi igin steril hava kabini icerisinde kontrollii kosullar altinda
islemler gerceklestirilir (Mishra vd 2014).

2.4.1. Anter kiiltiiriinde haploid bitki olusumunu etkileyen faktorler

2.4.1.1. Genotip

Birgok faktoriin etkisi altinda olan polen embriyogenesisinde en Onemli
faktorlerin basinda genotip gelmektedir. Bu konuda yapilan arastirmalarda ayni tiiriin
icinde, farkli genotiplerle yiiriitiillen ¢aligmalarda, bazi genotiplerden basarili sonuglar
alinirken bazi genotiplerden ise basarili sonuclar alinamamastir.

Ekmeklik bugdayda ( Triticum avestium ) yapilan bir ¢caligmada 21 farkli gesit
kullanilmis, yapilan caligmalarin sonucunda ise 10 farkli genotipte gelisme oldugu
gbzlemlenmistir. Celtikte yapilan diger bir arastirmada ise japonica ¢esidinin indica
cesidine oranla anter kiiltiiriine daha duyarli oldugu tespit edilmistir (Bajaj 1990).

Es zamanli olarak genis bir ¢esitlilige sahip Citrus cinslerinde (4 farkli
klementine mandalina, 2 farkli mandarin, 4 farkli tath portakal, 4 farkli turung, 5 farkli
limon, 4 farkli greyfurt) yapilan bir ¢aligmada; 11 farkli ortam ve ¢esitli 6n uygulamalar
uygulanmis, aynt muamelelere maruz kalan ¢esitlerden tek bir klementine mandalini ve
tek bir limon ¢esidinde haploid kallus elde edilmistir (Germana 2007).

Heberle-Bors’e  (1982)  gbre mikrospor embryogenesisini ¢ekirdek ve
sitoplazmik genler ile ¢evrenin etkilesimi birlikte kontrol etmektedir.

Patateste (Solanum tuberosum) yapilan c¢alismalarda ise mikrosporlardan
embriyogenesis olusturma kabiliyetinin, aktarilabilen bir 6zellik oldugu ve bu 6zelligin
birden fazla gen ile birlikte kontrol edildigi ve bu genlerin ise resesif bir karakterde
oldugu tespit edilmistir (Chupeau vd 1998, Rudolf vd 1999, Smykal 2000).

2.4.1.2. Polen gelisim asamasi

Anter kiiltiirlinde mikrosporlarin, kiiltiir kosullar1 veya yapilan uygulamalarin
etkisiyle birlikte normal ve saglikli bir ¢igek tozu olusumuyla sonuglanan gametofitik
dogrultudaki gelisme yerine, haploid embriyo olusumuyla sonuglanan sporofitik
yondeki gelismeye dogru yonlendirilebilmesi i¢in mutlaka buna uygun gelisme
doneminin tespit edilmesi gerekir. Bu donem, tek cekirdekli (uninucleate) mikrospor
gelisme donemi veya birinci polen mitozundan hemen 6nceki donemdir (Bajaj 1983).

11



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI Tansu USKUTOGLU

Polen gelisim donemleri iizerine yapilan baska bir arastirmada ise, polen ana
hiicresinden olgun polenin olusumuna kadar gecen biitiin asamalar1 kapsayan polen
mikrosporogenesisi baglica 3 ana evrede 6zetlenmistir. Bunlar:

1. Mayoz boéliinme ve tetratlarin olugmasi
2. Tetratlarin ayrilmasi ve mikrosporlarin gelismesi
3. Mikrosporlarin polen taneleri halinde olgunlagmasidir.

Birinci ve ikinci devrede polenlerin tek hiicreli durumda oldugu, ikinci evrenin
sonu ile ti¢lincii evrenin basinda birinci hiicre boliinmesinin meydana geldigi ve {iglincii
evrenin ise ¢ok hucreli gametofitler veya polen tanelerinin oldugu bildirmistir (Ercan
2002).

Anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen hayati faktorlerden biri olan mikrosporlarin
gelisim donemlerindeki kiiciik degisiklikler, anter kiiltiirlinde basarida biiylik degisimler
meydana getirmektedir. Bu alanda tiitiinde yapilan bir calismada, tutln tag
yapraklarinda meydana gelen 2 mm’lik degisimin anter kiiltiirii yoluyla elde edilen
bitkicik oranini 4 kat arttirdig: tespit edilmistir (Dunwell ve Sunderland 1975).

Uygun polen gelisim donemi tiirden tiire degismektedir. Tiitlinde en uygun
zaman ilk polen mitozu gegirdigi donem iken, tahillarda ise ¢ok daha erken tek
cekirdekli donemlerde basar1 saglanmakta ve birgok tiirde ise tek ¢ekirdekli donemlerde
daha basarili sonuglar alinmaktadir. Uygun polen gelisim asamalarinin tespitinin
yapilmasi i¢in sitolojik arastirmalar yapilmasi gerekmektedir. Sitolojik arastirmalarin
yerine her ne kadar daha az glvenilir olsa da ta¢ yapragin boyutu gibi belli morfolojik
ozelliklerde polen gelisim donemi hakkinda bilgi vermektedir (Dunwell 2010).

Yapilan arastirmalarda bazi tilirlerde polenlerin asimetrik gelistigi yani bazi
polenlerin erken olgunlasirken bazi polenlerin ise heniiz olgunlagsmadigi ve bununda
olgunlasan polenlerin salgiladiklart baz1 maddelerden Otiirii olgunlasmayan polenler
uzerinde toksik (zehirli) etki yarattig: tespit edilmistir (Bhojwani ve Razdan 1996).

2.4.1.3. Donor bitkinin fizyolojik durumu ve yetisme sartlar:

Dondr bitkinin fiziksel durumu, olusan polen sayisint dogrudan etkiledigi ve iyi
yetisen bir bitkide olusan polen sayisinin daha fazla olmasi veya bitkinin i¢sel hormonal
seviyesinin degismesi, besin durumunun degismesi gibi faktorlerin hepsi anter
kiiltiiriinde basariy1 etkileyen sebepler arasinda yer almaktadir (Sunderland ve Dunwell
1977, Heberle-Bors 1982).

Ellialtioglu vd (2002) donor bitkinin genotipi son derece uygun dahi olsa,
mikrosporlardan in vitro kosullarda polen embriyogenesisini baglatabilmek bu bitkinin
yetistigi kosullara bagli oldugunu sdylemis, ayrica bitkilerin yetistirildigi donemdeki
sicaklik, 151k yogunlugu ve giinliik 1siklanma siiresi, havadaki CO2 konsantrasyonu,
bitkinin beslenme kosullar1 basta olmak iizere tiim cevresel faktorler, o bitkilerden
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alinan anterlerden, dolayisiyla da anter kiiltiiriinden elde edilecek basari tizerinde etkili
olabilecegini bildirmistir.

Bircok genotipte anter kiiltiirliniin sezona bagli oldugu gozlemlenmistir. Vasil
(1980), tarla kosullarinda yetisen bitkilerden alinan anterlerin, sera kosullarinda yetisen
bitkilerden alinan anterlere oranla bagarinin daha fazla oldugunu gozlemlemistir. Ayrica
yapilan aragtirmalarda yetistirilen donor bitkilerden alinan ilk c¢igeklerin anter
kiiltiirtinde basar1 sansini arttirdigi ve bu ¢iceklerin anter kiltirine daha duyarli oldugu
bildirilmistir (Sunderland 1971).

Dunwell (1981) ilk defa tiitinde anter kiiltliri 6ncesi dondr bitkinin yetisme
kosullarin1 incelemis, fotoperiyot ve 151k siddetinin olusan mikrospor embriyo sayisi ve
elde edilen bitkicik sayisini etkiledigini tespit etmistir. Haberle Bors ve Reinert (1981),
bitkinin yetisme kosullar1 sirasinda maruz kaldig: sartlar, kisa giin kosullart ve diisiik
sicaklik gibi bitkinin biiylimesi sirasinda arzu edilmeyen kosullarin donér bitkideki
polen sayisini arttirdigini ortaya koymuslardir.

Dondr bitkilerin yetisme donemlerinde karsilastiklar1 sicaklarin, androgenesise
olan tepkilerinin incelendigi ¢alismalarda; Arpa (Foroughi-Wehr ve Mix 1976), Kolza
(Keller ve Stringham 1978, Dunwell vd 1985),Turp (Keller vd 1983) ve Bugdayda
(Lazar vd 1984) yetisen bitkilerin sicaklikla birlikte androgenesise olan tepkilerinde
dikkate deger farkliliklar oldugu fakat hangi sicaklik sartlarinin optimum oldugu
konusunda bir genelleme yapilamamakla birlikte uygun sicaklik sartlarinin bitkiden
bitkiye degistigi gézlemlenmistir.

Tiitlinde yapilan 2 farkli ¢aligmada bitkinin azot durumunun mikrospor embriyo
verimini ¢ok biiyiik oranda etkiledigi tespit edilmistir. Bu ¢alismalarin ilkinde “azot
achigl” ceken bitkilerin giibrelenen bitkilere oranla daha iyi sonuglar verdigi
raporlanmustir. Ikinci calismada ise 5 farkli azot oraninin gelisimi incelenmis, yapilan

karsilastirmalarda ise 15 mM azot igeren kiiltiir ortaminda en iyi sonuglar elde edildigi
bildirilmistir (Sunderland 1978, Tsay 1981, 1982).

Hatipoglu (1999), donér bitkilerden anter alma dénemine gelmeden 4-5 hafta
once bitkilerde herhangi bir pestisit uygulamasindan kaginilmasi gerektigini bildirmistir.

2.4.1.4. Tomurcuk veya anterlere yapilan 6n uygulamalar

Bircok bitkide ciceklenen tomurcuklara veya anterlere, kiltiire alinmadan 6nce
yapilan On uygulamalar, anterlerin normal gelisimini devam ettirip olgun polen
olusturmas1 (gametofitik) yerine, gelisimlerini sporofitik yone kaydirmada tetikleyici rol
oynamaktadir. Mikrosporlarin stres faktorleri ile birlikte gametofitik veya sporofitik
gelisimi Sekil 2.3’de gosterilmistir.

Olgunlagsmamis polen taneleri (mikrospor) normal sartlar altinda gametleri
olusturmak i¢in programlanmislardir fakat belli uyartilar sonucunda in vitro kosullar
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altinda farkli bir ayrima girerek embriyo yapilarini olustururlar (Wang vd 2000).
Androgenesis totipotensinin ¢arpici bir Ornegidir. Tek c¢ekirdekli veya erken cift
cekirdekli evredeki mikrosporlarin gelisimlerinin yonii degistirilerek, bu yapilardan tam
bir bitki olusumu saglanmaktadir (Goralski vd 2005).

/ Biseluler Olgun Polen
Polen
Stres

Tek Cekirdekli

Mikrospor \

Embriyojenik Mikrospor Kokenli
Mikrospor Embriyo

Sekil 2.3. Mikrosporlarin gametofitik ve sporofitik gelisimleri (Shariatpanahi vd 2006)

Uygulanan uyartilarin ve stres faktorlerinin temel amaci; mikrospor gelisimini
yavaglatmak, normal gelisimini engellemek ve gelisimi farkli yonlere kaydirmaktir. Bu
uyarim saglandiktan sonra bunu takiben farklilagma meydana gelmekte ve gamet
olusumu yerine embriyo olusmaktadir (Matthys-Rochon 2005). Yapilan ¢alismalarda
+4°C soguk soku uygulamanin mikrosporlarin gelisimini generatif yonden vejetatif
yone dogru kaydirdigim1 gostermistir. Bu tarz stres faktorleri genelde monokotiledon
bitkilerde yani arpa, misir ve cavdar gibi bitkilerde androgenesisi uyarmak igin
kullanilmaktadir (Dorota Krzyzarowska vd 2008).

Soguk soklar, yiiksek sicaklik, yiiksek nem, su stresi, havasizlik, santrifiijleme, seker ve
azot agligi, etanol, gama 1s1masi, elektrostimulasyon, yiiksek pH, agir metal uygulamasi
anter kiiltiiriinde kullanilan en yaygin 6n uygulamalar arasindadir. Bu uygulamalar
arasinda en yaygin kullanilan ve en etkili olan uygulamalar ise sicaklik soklar1 olarak
bilinmektedir (Germana 2010). Cizelge 2.2’de ise bazi bitkilerde androgenesisi tesvik
eden stres ve on uygulamalar detaylandirilmistir.

Wenzel vd (1983) yaptig1 aragtirmalarda arpa gibi tahillarda basaklar1 28 giin boyunca
4°C de tutmanin mikrosporlardan olusan kallus miktarinda biiyiik artig sagladigini tespit
etmistir. Patateste (Solanum tuberosum) yapilan arastirmalarda ise 6 °C’de 2 glin 6n
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uygulama onerilmektedir. Optimum sicaklik ve uygulama siiresi tiirden tiire degismekle
birlikte ayn1 zamanda kullanilacak eksplant (tlim cicek, sadece tomurcuklara veya izole
edilmis anterlere) kaynagina gore de uygulama siireleri degismektedir (Dunwell 1981).

Cizelge 2.2. Bazi1 bitkilerde androgenesisi arttiran gesitli stres faktorii / 6n uygulamalar
(Islam ve Tuteja 2012).

Stres Faktori /On Uygulamalar

Mikrospor Gelisim Asamasi

Elma Soguk uygulama ve aglik Geg tek gekirdekli donem
Soguk uygulama ve aglhk Erken-orta tek ¢ekirdekli dénem
Soguk uygulama Orta-Geg tek gekirdekli dénem

Arpa Ethanol Geg tek-erken 2 gekirdekli dénem
Mannitol Geg tek, erken 2 cekirdekli ddnem
ABA Erken cift cekirdekli donem
Soguk Uygulama Orta-Geg tek gekirdekli dénem
Sicak Uygulama Geg tek gekirdekli dénem

Yabani hardal

Kolhisin Uygulamasi
Gama Isimasi

Geg tek gekirdekli dénem
Orta-Geg tek cekirdekli donem

Ethanol Geg tek, erken 2 cekirdekli donem
Brokoli Sicak Uygulama Geg tek, erken 2 gekirdekli dénem
Soguk Uygulama Orta tek cekirdekli ddnem
Soguk ve Sicak Orta-Geg tek gekirdekli dénem
Misir Kolhisin Orta tek cekirdekli ddnem
2.4-D ( 25-40 mg/l) Orta tek cekirdekli donem
2-HNA (inducer Kimyasal) Geg tek, erken 2 cekirdekli donem
g_)F ll((mekh:( Bugday Erken-orta tek gekirdekli dénem
O%u wygwama Orta-Geg tek cekirdekli donem
Soguk ve aglik . S .
Geg tek gekirdekli-Mitoz dncesi
Sicak ve Aglik . L
Erken-orta tek gekirdekli dénem
Kuraklik . A
Aclik Orta-Geg tek cekirdekli dénem
e Orta-Geg tek gekirdekli dénem
Kolhisin . o
o Geg tek, erken 2 gekirdekli donem
Bugday Ethrel Orta-Geg tek cekirdekli donem
2-HNA ve sicaklik GleKe
2;)gz/1[(akamahk Bugday Orta tek cekirdekli donem
Soguk ve Ozmatik Stres Orta tek-erken cift gekirdekli dénem
gg;:lltlkale Orta tek cekirdekli
ABA Erken ¢ift cekirdekli dénem
Soguk Uygulama Geg tek, erken 2 gekirdekli donem
Sicak ve Aclik Geg tek gekirdekli dénem
Ph Geg tek gekirdekli donem
Tatn Seker Aghgt Geg tek gekirdekli dénem
Agir Metal Stresi/LiNOs Erken cift cekirdekli donem
ABA, Diisiik Atmosferik Basing Erken cift cekirdekli donem
Gama [simasi Orta-Geg tek gekirdekli dénem
Soguk Orta tek-erken gift ¢ekirdekli dénem
Celtik Sicak Geg tek gekirdekli dénem
Seker Aglig Geg tek gekirdekli dénem

Gama Isimasi
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Soguk uygulama sadece mikrosporlarin gametofitik gelisimini durdurmak igin
degil, ayn1 zamanda tiim mikrosporlarin ayni gelisim asamasinda kalmasini da
saglamaktadir (Hu ve Kasha 1999). Mikrosporlarin/hiicrelerin yaglanmasini ve
bozulmasini Onledigi bunlara ek olarak hiicrelerin ¢iirlimesini saglayan veya
zehirlenmelerine yol agan kimyasallara karsida korudugu da bilinmektedir (Duncan ve
Heberle 1976).

Brassica tiirlerinde yapilan calismalarda normal Kkiiltiir kosullarina (25°C)
almmadan once kisa siireli olarak uygulanan yiiksek sicakliklarin (30-35 °C) gelisim
yoniinii degistirdigi tespit edilmistir. Ayrica uygulanan azot ve seker gibi besin agliklari
tiitlinde polen embryogenesisini basglatmak i¢in uygulanan rutin stress faktorleri
arasindadir (Kyo ve Harada 1986).

2.5. Anter Kiiltiirii ile Tlgili Kaynak Taramalar

Stevia rebaudiana Bertoni (Seker otu) bitkisinde androgenesisle ilgili yapilan tek
bir calisma oldugundan, 6nce bu g¢aligma ardindan ise bagli oldugu Astereceae
familyasindaki bitkiler ve diger yararlanilabilecek ¢aligmalar incelenmistir.

Flachsland vd (1996) sivi MS ortaminda 0.1 mg/L ve 1 mg/L BAP igeren
horman konsantrasyonlarinda tek g¢ekirdekli oldugunu diisiindiikleri Stevia rebaudiana
Bertoni anterlerini kiiltiire almiglardir. Kallus araciligiyla olusan siirgiin yapilarmi 0.1
mg.L(-1) NAA igeren katt MS ortamina alip siirgiinlerinin gelismesini saglamiglardir.
Gelisen bitkicikler saksilara sasirtilmis ve yapilan sitolojik incelemelerden sonra
gelisen bitkiciklerin kromozom sayilar1 normal sayida yani 2n=22 diploid oldugunu
belirtmislerdir.

Zhong vd (1995)’de aygigeginde (Helianthus annuus) yaptiklari ¢alismada; MS
temel besin ortaminda petri kaplarina yerlestirdikleri anterlerden 12 giin sonra kallus ve
embriyo elde etmisler. Ortama ekledikleri 0.1% polyvinylpyrrolidone (PVP) ortamin ve
anterlerin kahverengilesmesini geciktirdigini tespit etmislerdir. Ayrica sukrozun %10
dan %6 veya %3 diislirmenin ise embriyo olusumunu artirdigini tespit etmisler ve daha
sonra yaptiklart kromozom sayimlarinda elde edilen bitkilerin diploid oldugunu ve
bunlarin ise anter duvarlarindan veya anterleri keserken kalan somatik hiicrelerden
kaynaklandigini rapor etmislerdir.

Celtikte inatc1 genotipler lizerinde yapilan bir ¢alismada karbon kaynagi olan
sukroz, maltoz ile degistirildiginde ve ortama glimiis nitrat (AgNO3) eklendiginde elde
edilen kallus oranmnin %6.3’den %20.6’ya kadar yiikseldigi gozlemlenmistir. Elde
edilen kalluslardan bitkicik olusumuna kadar gecen siirede ise karbon kaynaginin
degistirilmesi ve glimiis nitrat eklenmesinin bitkicik olusumuna herhangi bir etkisi
olmadigi anlagilmigtir (Lentini vd 1995).

16



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI Tansu USKUTOGLU

Lezin vd (1996) bes farkli arpa (Hordeum vulgare L.) genotipin ve soguk
uygulanip uygulanmamasinin androgenesis tizerine etkilerini test etmislerdir. Yaptiklar
calismada 4 tane diploid hat ve 1 tane kolhisin ile katlama yaptiklar tetraploid arpa
kullanmislardir. Yapilan ¢alisma tesadiif bloklart deneme deseninde 4 tekerrtrli olarak
kurulmustur. Dondr bitkileri ise kontrollii sartlarda, sera ortaminda yetistirmislerdir. Her
genotipten 1400 anter {izerinde yapilan c¢alismada soguk uygulamanin anterlerin
androgenik kapasitesi lizerinde olumlu etki yaptigini tespit etmislerdir. Ayrica kolhisin
ile katlama yaptiklar1 tetraploid hat ile basari elde edememisler, diploid hat ise
tetraploid hata gore daha basarili bulunmustur. 4°C’de 14 giin boyunca bekletilen
anterlerden Onemli oranda embrioid artisi meydana gelmis, ayrica ayni siirede
uygulanan soguk uygulamasinin, yesil bitkiciklerin meydana gelme oraninda da artis
meydana getirdigini tespit etmislerdir.

Saji ve Sujatha (1998) ay¢igeginde (Helianthus annuus L.) kallus elde etmeye ve
kalluslardan embryogenesisi tesvik igin protokol gelistirmeye ¢alismislardir. Yaptiklart
caligmalarda; besi ortami olarak Murashige&Skoog (MS) ve 2.0 mg/l NAA, 1.0 mg/l
BA kullanmiglardir. Agar konsantrasyonu, sukroz konsantrasyonu ve karbonhidrat
kaynaklarin1 degistirmisler ve bu degisimlerin kallus olusumuna 6nemli derecede etki
etigini tespit etmislerdir. Bunun yaninda ise aydinlik veya karanlik uygulamalarinin,
kapitulumlara 1-6 giin arasinda degisen soguk uygulanmasinin ve genotopin kallus
olusturmada etkili olmadigimi goézlemlemislerdir. TUm bu faktorlerin kalluslardan
gelisen embryogenesise etkili oldugu anlasilmistir. Elde edilen kalluslar, kallus gelisim
ortami1 olan 0.1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA igeren MS ortamina aktarilmistir. Kiiltiire
alinan anterlerden %100 oraninda kallus elde edilebilirken bunlardan ancak %44’iinde
embryogenesis tesvik edilebilmistir, embryogenesis tesvik edilen kalluslardan ise
%14,3’iinde bitkicik elde etmeyi bagarmiglardir.

Safatova vd (2005) Silene latifolia ssp. Alba, kisa siireli sicaklik soklarmin ve
farkli ortam kombinasyonlarinin androgenesis {izerine etkilerini arastirmiglardir.
Sicaklik soklar1 (33 ve 37 °C) 1, 3 ve 5 giinliik siirelerde uygulanmistir. Uygulamalar
arasinda en iyl androgenik tepki 25°C ve daha sonrasinda ise 1 giinlik 33°C
uygulamasinda gozlemlenmis ve diger sicaklik uygulamalarinin ise anterlerin
androgenik tepkisini diisiirdiigli gozlemlemislerdir. Farkli ortam testlerinde ise en etkili
sonucu 6-benzilaminoplrin (0.5 mg) iceren BMS ve sukroz kullanilan ortamdan
almislardir.

Shahvali-Kohshour vd (2013) cilekte bes farkli genotip tiizerinde; soguk
uygulamanin, giimiis nitratin ve farkli demir kaynaklarmin androgenesis {izerine
etkilerini arastirmislardir. Ug farkli bagimsiz uygulama iizerinden yiiriitiilen arastirmada
androgenik anter, embryogenesis ve kallus olusumuna etkileri gdzlemlenmistir. ilk
kurulan denemede, 4°C soguk uygulamasinin, 2 ve 3 gun sure ile uygulanmasi U¢ farkli
genotipteki anterlerden yuksek oranda androgenik anter olusturdugu tespit edilmistir.
Ikinci denemede Fe-EDDHA’nin Fe-EDTA’dan daha etkili oldugunu ve yapilan
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uygulamalarda Fe-EDTA demir kaynagi olarak kullanilmasinin androgenik anter
olusumunu ve embryogenesisi tesvik ettigi anlasilmistir. Ugiincii denemede ise 15 mg/I
glimiis nitratin ortama eklenmesinin sonuglari gézlemlenmis; giimiis nitrat ilavesinin
sadece bir genotipte 6nemli oranda androgenik anter olusumunu ve embryogenesisi
tesvik ettigini tespit etmislerdir.

Khandakar vd (2014)’de ti¢ farkli krizantemde (Dendranthema grandiflorum)
yaptiklar1 ¢alismada; MS ve 1 mg/l 2,4-D, 2 mg/l BA, 250 mg/l kazein hidrolizat
katilagtirict olarak ise 2.75 g/l gelrite iceren ortamlarda ii¢ farkli cesitte kallus elde
etmislerdir. On uygulama olarak ise kiiltiir ortamina yerlestirdikleri anterleri 48 saat
4°C’de bekletmislerdir. Daha sonra ise gelisen kalluslari, kallus gelisim ortami olarak
MS ve 2 mg/l BA, 0.1 mg/l NAA, 30 ¢/l sukroz ve katilastirict olarak ise 2.75 g/l
gelrite kullanilan ortama transfer etmislerdir. Kalluslardan siirgiin gelisimi ise ¢esitlere
gore farklilik gostermistir. Bu cesitlerden elde edilen 50 bitkicik ise yeterli gelisim
saglandiktan sonra dig ortama alinmis ve gelisen cesitlerden rasgele bitkiler secilerek
kromozom sayimlari yapilmis ve sadece bir ¢esitte gelisen bitkiciklerin haploid oldugu
rapor edilmistir.

Soguk uygulamasiyla ilgili havugta (Daucus carota L.) Kiszczak vd (2015)
yiriittiigli bir calismada ise; havu¢ anterlerine uygulanan 9, 12, 21 gilinlik farkli
stirelerdeki 4°C soguk uygulamasinin ardindan, anterler kiiltiire alinmistir. Yapilan
soguk uygulamalarindan ise en basarili olan1 24.3 emb./100 anter orani ile 12 giinluk
soguk uygulamasinin oldugu tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

Aragtirma 2014-2015 yillarinda, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakultesi Tarla
Bitkileri Boliimii’ne ait arazi ve Tarla Bitkileri Boliimii Laboratuvarlari ile birlikte
Bahge Bitkileri Bolimi’ne ait laboratuvarlarda yuritilmistiir. Birimde; arazide
kullanilacak tim ekipmanlar (gapa, tirmik, bag makasi vb.) ve laboratuvarda
kullanilacak cihazlar (distile su cihazi, buzdolabi, iklimlendirme kabini, etlv, steril
kabin, 11k mikroskobu vb.) bulunmaktadir.

3.1. Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak; Paraguay kokenli, ¢ok yillik ve kisi toprak
altt rizomlarinda gecirebilen, baharin gelmesiyle birlikte ise tekrardan toprak alti
rizomlarindan gelisen, seker otu olarak da bilinen Stevia rebaudiana Bertoni bitkisi
kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. (a) Arazide ¢i¢ceklenme baslangicindaki Stevia rebaudiana Bertoni
gorinumi (b) Kisi toprak alt1 rizomlarinda gegiren seker otu bitkisinin yeni
donemde tekrar stirmesi

S. rebaudiana Bertoni’ye ait fideler 2014 Nisan ay1 icerisinde deneme
parsellerine dikilerek rutin bakim islemleri yapilmis ve damla sulama sistemiyle
gerektiginde sulama islemi gerceklestirilmistir. Fidelerin temini ve damlama sulama
sisteminin kurulmasi, Antalya'nin 0nemli fide firmalarindan olan Grow Fide A.S.
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tarafindan yapilmistir. Bitkiler stresten uzak herhangi bir hastalik ve zararli olmadan
saglikli kosullarda arazi sartlarinda bliylitilmiistir.

Sekil 3.2. Akdeniz Universitesi deneme parsellerinde S. rebaudiana Bertoni bitkisinin
gorindma

Seker otu bitkisinin ¢iceklenmesi Akdeniz ikliminde Eyliil ay1 igerisinde
yaklasik bir ay kadar sirmekte ve bu siirede uygun safhada c¢igek tomurcuklart
bulunabilmektedir. Bu tarihlerde uygun anterleri icerdigi diisiiniilen saglikli bitkilerden,
tomurcuklar sabah saatlerinde cam kavanozlara toplanmis, daha sonra ise buzlu saklama
kaplarinda laboratuvara gelene kadar muhafaza edilmistir. Seker otu bitkisinin
tomurcuklarinin genel goriinimi Sekil 3.3te gorilmektedir.

Sekil 3.3. Stevia bitkisinin tomurcuklarinin genel gérinima
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3.2. Metot
3.2.1. Sitolojik ¢calismalar

3.2.1.1. Ci¢ek tomurcuklarinin siniflandirilmasi ve uygun tomurcuk zamaninin
belirlenmesi

Anter kiiltiirii ¢alismalarinda uygun tomurcuk sathasini belirlemek i¢in tomurcuk sekli
ve bilyilkligi ile mikrosporlarin gelisme safhasi arasinda bir iligki kurulmaya
calisilmistir (Sekil 3.4). Stevia bitkisinde ¢igeklenme bir ay gibi uzun sayilabilecek bir
strede gergeklesmekte, bir bitkide farkli donemlere ait birgok ¢igek bulunabilmektedir.

Sekil 3.4. Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinin farkli sathadaki gigek tomurcuklarinin
smiflandirilmasi; a ve b erken donemdeki ¢igek tomurcuklar ¢ ve d uygun
safhadaki tomurcuklar e ve f ise ge¢ donemdeki ¢igek tomurcuklari.

Sekil 3.5. Farkli donemlerdeki ¢igcek tomurcuklarinin gelisimi.
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Sekil 3.6. Uygun sathadaki tomurcuklarin goriiniimii (¢ sathasindaki 5 adet gigekgik)

Sekil 3.7. Anterlerin mikroskop altinda goriiniimii

Tek cekirdekli mikrospor donemini belirlemek amaciyla Asetokarmin, Lakto-Proponik-
Orsein ve Ethidium Bromide ile boyama yontemleri kullanilmistir.

Asetokarmin ile Boyama: Tek ¢ekirdekli mikrospor safhasini tespit etmek amaciyla
kullanilan yontemler arasinda en pratik yontem olarak bilinen bu yontemde, farklh
biiytikliikteki canli tomurcuklardan alinan anterler lam {izerine yerlestirilmis ve bisturi
ucu yardimiyla anterlerin igerisindeki mikrosporlar serbest hale getirilmistir. Uzerine
1-2 damla asetokarmin damlatildiktan sonra iistli lamelle kapatilan ezme preparatlar 151k
mikroskobunda incelenmistir.

Asetokarmin Hazirlamsi: 55 ml saf su igerisine 45 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek
kaynatilmis ve sonra bu karisima 1 g karmin eklenerek filtre edilmistir.

Lakto-Propionik-Orsein ile Boyama: Gunin erken saatlerinde araziden toplanan
tomurcuklardan, uygun safhada olduklarini diisiindiigiimiiz tomurcuklarin anterleri
mikroskop yardimiyla lam iizerine ¢ikartilmistir. Anterlerin mikrosporlar1 bisturi ucuyla
serbest hale getirildikten sonra tizerine 1-2 damla lakto-propionik orsein damlatilmistir.
Ustii lamelle kapatilan ezme preparatlar daha sonra 151k mikroskobunda incelenmistir.

Lakto-Propionik-Orsein Hazirlamisi: Esit orandaki laktik asit ve propionik asitten
olusan 100 ml lik karistma 2 g orsein eklenerek filtre edilmis, daha sonra c¢ozelti
%45’lik olacak sekilde sulandirilmistir.
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Ethidium Bromid ile Boyama: Bu calismada ise Ethidium Bromid (EtBr)’in saf suyla
hazirlandigr %0.1°1ik stok soliisyonu kullanilmigtir. Bu soliisyon 0, 10 ve 50 kez
sulandirilmigtir. Ayrica her 50 ml’lik EtBr ¢ozeltisine 2 damla %0.1’lik Triton-100
sollisyonundan ilave edilerek karigtirllmistir. Farkli biiytikliikteki canli tomurcuklardan
aliman anterler lamlar {lizerine yerlestirilip mikrosporlar1 serbest hale getirildikten sonra
uzerlerine 1-2 damla yukarida bahsedilen EtBr ¢6zeltilerinden damlatilmistir. Lamelleri
kapatilan ezme preparatlara daha sonra floresan mikroskobunda gozlem yapilmistir.

Yiritilen sitolojik ¢alismalar sonucunda asetokarmin ve lacto-propionik-orsein
boyamasinin stevia anterleri i¢in uygun olmadigi anlasilmis ve EtBr boyamasindan
olumlu sonuglar alinmis ve tek ¢ekirdekli donemin tespiti yapilmistir.

Stevia bitkisinin tomurcuk sekillerinden de anlasilacag: tizere, stevia bitkisinde anter
kiiltiiri calismalarinin en zor asamasi anterlerin tomurcuklardan kesilerek alinma
asamasidir. Ciinkl bir tomurcuk igerisinde ortalama 4-5 adet ¢icekcik bulunmakta olup,
her bir ¢igekcikte de 5 adet anter bulunmaktadir. S6z konusu anterler ¢ok kiigiik olup,
ciplak gozle ¢alisilmast miimkiin degildir. Bu nedenle, anterlerin alinmasi iglemi sterio
mikroskop altinda gerceklestirilmistir. Anterler ¢ok hassas yapida oldugundan dolay1
calismalar biiylik bir titizlikle yiriitiilmiis ve anterlerin kiiltiire alinmasi sirasinda
zedelenmemesi ve zarar gormemesine biiyiik bir 6zen gosterilmistir.

3.2.2. Tomurcuklarin yizey sterilizasyonu

Uygun safhada yani tek cekirdekli mikrosporlara sahip anterleri igeren
tomurcuklar, 6nce saf suda ¢alkalanmis ve yiizeylerindeki toz, kum ve toprak gibi
partiklllerin saf su araciligi ile yikanarak, tomurcuklarin on sterilizasyonu yapilmistir.
On yikamas1 yapilan tomurcuklar %70' lik etil alkolde 1 dakika, sonra %20 lik sodyum
hipoklorit ve 1-2 damla Tween-20 iceren c¢oOzeltide 10 dakika bekletilerek yizey
sterilizasyonu tamamlanmustir.

3.2.3. Anterlerin Kkiiltiire alinmasi

Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinin sabah saatlerinde araziden toplanan
tomurcuklari, ilk dnce saf su iginde bekletilerek tomurcuk 6n temizligi yapilmistir. Daha
sonraki islemler ise steril kabin igerisinde yiirtitiilmistir. Tomurcuklar %70’lik Etil
alkol ile bir dakika sterilize edilmis daha sonra ise en az 3 defa saf su ile durulanan
tomurcuklar %20’lik sodyum hipoklorit ve 1-2 damla tween-20 iceren ¢ozeltide 10 dk
bekletilerek tekrar durulama islemine tabi tutulmus ve sterilizasyon islemi
sonlandirilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 (a) Sterilizasyon asamasindaki tomurcuklar (b) Petri kutusunda anterlerin
gérinima

Sekil 3.9. Panasonic MLR-352-PE’markal: iklimlendirme kabini
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Sterilizasyonu tamamlanan tomurcuklardan anterler, steril kabin igerisine
yerlestirilen sterio mikroskop ile c¢ok ince uglu pens ve bisturi yardimiyla
tomurcuklardan kesilerek alinmistir. Dikkatli bir sekilde kesilen anterler, 10 anter/petri
(90 mm) olacak sekilde yerlestirilmistir. Parafilm aracilifiyla kapatilan petri kaplar
kaltarin ilk haftasinda karanlikta bekletileceginden dolay1 toplu olarak aliminyum
folyoya sarilmis ve bir hafta 4°C de bekletilmistir. Daha sonra kiiltiirler; 25°C sicaklik,
4000 lux 151k siddeti ve 16 / 8 sa fotoperiyot kosullarindaki biiyiime odasinda inkiibe
edilmislerdir.

3.2.4. Anterlere yapilan 6n uygulamalar

Iki y1l boyunca ylriitiilen ¢alismanm ilk yilinda anterler dogrudan kiiltiire alinmis ve
deneme 3 tekerriirlii olarak kurulmustur.

Ikinci y1l ¢aligmalarinda ise asagida belirtilen 3 6n uygulama yapilmis ve deneme 4
tekerrdrll olarak dizayn edilmistir.

Ikinci Y11 Denemesindeki On Uygulamalar;

1. Normal kiiltiir kosullarinda 1 Hafta karanlik + Normal Kiiltiir Kosullar1*
2. 4°C 2 giin soguk uygulama**+ 5 giin karanlik + Normal Kiiltiir Kosullart*
3. 35°C 2 giin sicak uygulama** + 5 giin karanlik + Normal Kiiltiir Kosullart*

* Normal kultir kosullar1: 25°C sicaklik, 4000 lux 1s1k siddeti ve 16 / 8 sa fotoperiyot
** Soguk uygulamalar1 buzdolabinda-sicak uygulamasi ise etiivde yapilmistir.

Yapilan tim uygulamalarda kiltiirlerin hepsi ilk hafta karanlikta tutulmus, sonrasinda
aliminyum folyo ile 151k almas1 engellenen kiiltiirler, ikinci hafta agilarak normal kiiltiir
kosullarinda gelisimleri takip edilmistir.

3.2.5. Kullanilan besin ortam

Stevia bitkisinde yapilmis bir anter kiiltiirii ¢aligmasi olmadigi igin Asteraceae
familyasina ait bitkilerdeki ¢alismalar incelenmistir. Anter kiiltlirii calismalarinda (6zel
istekli bitkiler disinda; orkide vb.) genel izlenen yolda ilk 6nce MS temel besi ortami
tercih edilmekte, sonug alinamamasi durumda ise sartlara gore diger besin ortamlarina
bagvurulmaktadir. Asteraceae familyasma ait bitkilerde o6zellikle ayciceginde
(Helianthus annuus L.) yapilan androgenesis ¢alismalarinda da en basarili sonuglar MS
temel besin ortamindan alinmistir (Saji ve Sujatha 1998). Bu amagla ¢alismada MS
(Duchefa-Murashige ve Skoog Medium) temel besi ortami tercih edilmis (Cizelge
3.25.1) ve farkli hormon konsantrasyonlari denenmistir. ilk yil denemelerinde
katilastirict olarak %0.8 agar (Duchefa-Phyto Agar P1003) kullanilirken ikinci yil
denemelerinde anterlerin kiiciik olmas1 ve besi ortamindan daha fazla yararlanmasi igin
katilastirici olarak % 0.4 gelrite (Duchefa- GELRITE G1101) kullanilmistir.
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Kiiltiire alinan bitki, doku, organ ve her tirlii hiicresinden etilen salgilanmakta ve stress
kosullar1 arttiginda salgilama miktar1 da degisebilmektedir (Garcia ve Einset 1982).
Glimiis iyonlarmin bitkilerde etilen mekanizmasin1 kontrol ettigi bilinmektedir fakat
ayni zamanda bakir alimini da engelleyebilmektedir (Beyer 1976a,b). Bu amagcla ortama
salgilanan etilen miktarinin kontrol edilmesi i¢in ortamlarda giimiis iyon kaynagi olarak

baslangicta Smg/l AgNOs kullanilmis ikinci yil denemelerinde bu oran 2mg/l kadar
diistirilmiistir.

Cizelge 3.1. MS temel besi ortaminin igerigi

Mikro Elementler mg/I UM
CoCl2.6H:0 0.025 0.11
CuS04.5H:0 0.025 0.10
FeNaEDTA 36.70 100.00

HsBOs 6.20 100.27
Kl 0.83 5.00
MnSQO4.H,0 16.90 100.00
Na;Mo00O,.2H,0 0.25 1.03
ZnS04.7H,0 8.60 29.91
Makro Elementler mg/l mM
CaCl 332.02 2.99
KH2PO4 170.00 1.25
KNOs 1900.00 18.79
MgSO4 180.54 1.50
NH4NO3 1650.00 20.61

Ortamlarin tiimiiniin pH’s1, IN NaOH veya IN HCI kullanilarak 5.7°e ayarlanmus,
sterilizasyon islemi ise 121°C’de 1 atmosfer basinca sahip otoklavda 20 dakika siirede
gerceklestirilmistir.
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3.2.6. Birinci y1l denemeleri

Denemenin birinci yilinda bitkiler sera kosullarinda yetistirilmistir. Kiiltiire alinan
anterler ilk yil denemelerinde 1 hafta karanlikta tutulmus daha sonra normal kiltir
kosullar1 olan 25°C sicaklik, 4000 lux 1s1k siddeti ve 16 / 8 sa fotoperiyot altinda inkiibe
edilmistir. ilk y1l denemelerine 1 kontrol+10 farkli hormon konsantrasyonlar1 (Cizelge
3.2) olan ortamlarla baglanmistir. Anterlerin canliligina pozitif etkisi oldugu bilinen
AgNO3 ortamlara 5mg/l olarak ilave edilmistir. Anterlerden hem dogrudan embriyo
olusumu hem de kallus yoluyla embriyo olusumunun tesvik edilmesi amaglanmustir.

Cizelge 3.2. Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde birinci y1l denemelerinde kullanilan
ortam ve degisik hormon konsantrasyonlari

Uygulama | Tekerrir Ortam ve Hormon Konsantrasyonlari
No

1 3 MSO0 (Kontrol)

2 3 MS 0.5 NAA+0.5 BAP

3 3 MS 1.0 NAA+0.5 BAP

4 3 MS 2.0 NAA+0.5 BAP

5 3 MS 4.0 NAA+0.5 BAP

6 3 MS 0.5 2,4-D+0.5 BAP

7 3 MS 1.0 2,4-D+0.5 BAP

8 3 MS 2.0 2,4-D+0.5 BAP

9 3 MS 0.5 NAA+0.5 KINETIN
10 3 MS 1.0 NAA+0.5 KINETIN
11 3 MS 2.0 NAA+0.5 KINETIN

3.2.7. Ikinci y1l denemeleri

Ikinci yi1l denemelerinde donér bitkiler tarla kosullarinda gerekli bakim ve
sulamalari yapilarak yetistirilmistir. Ik yilda kurulan denemenin sonuglarina gore basari
saglanamayan yiiksek konsantrasyonlu hormon uygulamalari ¢ikarilmis ve daha énce
denenmeyen 2,4-D ve kinetin kombinasyonlar1 eklenmistir. Ayrica deneme planindaki
tekerriir sayis1 da 4’e ¢ikarilmustir. Ik y1l denemelerinde ortama eklenen 5 mg/l AgNO3
ikinci yil denemelerinde 2 mg/l olacak sekilde optimize edilmistir. Androgenesisi
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baglatmak icin yaygin olarak kullanilan sicak ve soguk soklar1 da uygulanarak
anterlerden dogrudan veya dolayli yollardan embriyogenesis tesvik edilmeye
calisilmistir. Soguk uygulamasi 2 giin 4°C, sicak uygulamasi ise 2 gin 35°C olarak
uygulanmustir. On uygulamalar tomurcuklara degil dogrudan anterlere uygulanmistir.
Araziden sabah saatlerinde toplanan anterler Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Tarla
Bitkileri Laboratuvarlari’na getirilmis ve vakit kaybetmeden sterilizasyonu yapilarak
kiiltiire alinmistir. Soguk uygulamasina tabi olan anterler 2 giin boyunca buzdolabinda
+4°C’de aliminyum folyoya sarili (1s1k almasi engellenerek) vaziyette bekletilmis,
sonrasinda ise 5 giin boyunca normal kiiltiir kosullarina sahip iklimlendirme kabininde
bekletildikten sonra aliminyum folyo agilarak 25°C sicaklik, 4000 lux 151k siddeti ve
16 / 8 sa fotoperiyot altinda inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.3. Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde ikinci y1l denemelerinde kullanilan
ortam ve degisik hormon konsantrasyonlari

Uygulama No | Tekerrir | Ortam ve Hormon Konsantrasyonlari
1 4 MSO0 (Kontrol)

2 4 MS 0.5 NAA+0.5 BAP

3 4 MS 1.0 NAA+0.5 BAP

4 4 MS 2.0 NAA+0.5 BAP

5 4 MS 0.5 NAA+0.5 KINETIN
6 4 MS 1.0 NAA+0.5 KINETIN
7 4 MS 2.0 NAA+0.5 KINETIN
8 4 MS 0.5 2,4-D +0.5 BAP

9 4 MS 1.0 2,4-D +0.5 BAP

10 4 MS 2.0 2,4-D +0.5 BAP

11 4 MS 0.5 2,4-D+0.5 KINETIN
12 4 MS 1.0 2,4-D+0.5 KINETIN
13 4 MS 2.0 2,4-D+0.5 KINETIN
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Sicak uygulamasinda da benzer bir yol izlenmistir. Sicak uygulamasi
uygulanacak kultirler 35°C’de 2 giin boyunca aliiminyum folyoya sarili vaziyette (1s1k
almas1 engellenerek) etiivde tutulmus daha sonra ise normal kiiltiir kosullarina sahip
iklimlendirme kabininde 5 giin bekletilmistir. Aliminyum folyo agilarak iklimlendirme
kabinine alinan kiltiirler 25°C sicaklik, 4000 lux 1s1k siddeti ve 16 / 8 sa fotoperiyot
altinda inkiibe edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Uygun Tomurcuk Safhasinin Tespiti

Anter kiiltlirlinde bagariy1 etkileyen en 6nemli faktorlerin basinda mikrosporlarin
gelisim donemleri gelmektedir. Bu konuda bir¢ok arastirma yapilmis ve en uygun
donemin her ne kadar bitkiden bitkiye degisiklik gosterse de genel olarak tek ¢ekirdekli
(erken veya gec tek g¢ekirdekli) donemlerde anterlerden haploid gelisiminin uyarildigi
distiinilmektedir. Dolayisiyla anter kiiltiiri c¢alismalarinin  en 6nemli asamasi
mikrosporlarin gelisim donemlerinin tespit edilmesidir.

Mikrosporlarin  gelisim  donemlerinin  tespitinde  tomurcuk  disindan
anlasilabilecek birgok yontem kesfedilmis ve bu uygulamalar sayesinde calismalara
pratiklik kazandirilmistir. Baz1 bitkilerde tomurcuk boyu 6nemli bir kistas olurken bazi
bitkilerde ise ¢anak ve ta¢ yapraklarin durumu mikrosporlar hakkinda fikir vermektedir.

Seker otu bitkisinde daha once yapilmis bir tomurcuk smiflandirmasina
rastlanilmadigindan bu caligmada uygun tomurcuk safthasinin tespiti énemli bir rol
oynamaktadir. Arastirmada ilk 6nce tomurcuk biyiikligii ile mikrospor gelisimi
arasinda bir iliski kurulmaya calisilmis fakat bir tomurcuk iginde farkli biiyiikliikte
anterlerin bulunmasi ve her defasinda ayni sonuglarin alinamamasi tomurcuk boyu ile
anter gelisiminin arasinda dogrudan bir baglant1 olmadigini gostermistir. 7 mm’lik bir
tomurcukta bazen tek ¢ekirdekli mikrosporlar gozlemlenirken ayni biyiikliikteki baska
bir tomurcukta cift cekirdekli déneme rastlanmaktadir. Daha sonraki arastirmalarda
tomurcuklarin agilmasi izlenmis ve c¢iceklenmeye ge¢meden Onceki donem olan
tomurcuklarin agilip ta¢ yapraklarin hizasinda veya hemen altindaki tomurcuklarin
anterlerinin dogru sathada yani tek ¢ekirdekli donemde oldugu tespit edilmistir. Yapilan
gozlemler sonucu bulunan diger bir kriter ise, tomurcuk baglarindaki renk degisimidir.
Tomurcuklarin gelisimi ilerledik¢e, tomurcuk baslarinda cigcek rengi olan beyaz renk
hakim olmaktadir. i1k asamalarda tiim tomurcuklar acik yesil iken ilerleyen safhalarda
tomurcuk baslar1 sirasiyla Once sar1 sonra beyaza donmekte ve sonrasinda ¢icek
agmaktadir. Dolayisiyla kiiltiire alinacak anterlerin segiminde bu renk donmesi de
dikkate alinmis ve se¢imde tiim tomurcugun acik yesil olmasina 6zen gosterilmistir. Her
ne kadar tim bu kriterler blylk bir titizlikle izlense de bir tomurcuk icindeki tim
anterler ayni karakteri gostermemekte ve bunlarin icinde de mikroskop altinda kotii
oldugu ve ayni karakterleri tasimadig diisiiniilen anterler de kiiltiire alinmamustir.

Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde bir ¢icek tablasinda 5 adet tomurcuk
bulunmakta, nadirde olsa bu say1 az ya da fazla olarak degisebilmektedir (Sekil 4.1,
Sekil 4.2). Her bir tomurcuk iginde ise 5 adet anter bulunmakta ve ¢ogunlukla anterler
benzer gelisim donemlerinde bulunmaktadir.
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Sekil 4.1. Stevia rebaudiana Bertoni bitkisi gicek tablasindaki
5’er adetlik tomurcuklar

Sekil 4.2. Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde 1 ¢icek tablasindaki 7 adet tomurcuk

Seker otu bitkisinde uygun anter safhasinin tespiti i¢in; asetokarmin ile boyama,
lakto-propionik-orsein ¢ozeltisi ile boyama ve ethidium bromid olmak lzere 3 farkli
boyama yontemi kullanilmistir. Yapilan boyama c¢alismalarinda tek ¢ekirdekli dénem en
belirgin olarak ethidium bromid ile boyamada saglanmis ve tek ¢ekirdekli donem tespit
edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. (a)(b)(c) Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinin tek ¢ekirdekli mikrospor evresi
(d)(e) Cift ¢ekirdekli evreye gegmis mikrosporlar (f) Gelisimini tamamlamig
olgun polen tanesi.
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4.2. Birinci Y1l Deneme Bulgulari

Uygun gelisme doneminde kiiltiire alinan anterler, birinci yi1l denemelerinde
belirtilen 12 farklit MS ortamina 3 tekerriirlii, 10 anter/petri (90 mm) olacak sekilde
yerlestirilmistir. Kalturler, ilk bir hafta 25°C sicaklikta ve karanlik kosullarda; daha
sonra 25°C sicaklik, 4000 lux 1sik siddeti, 16/8 sa fotoperiyot altinda inkiibe
edilmislerdir.

Cizelge 4.1. Farkli kallus / embriyo tesvik ortamlarinda Stevia rebaudiana Bertoni
bitkisinin birinci y1l denemesinde kallus olusturma frekansi

Ortam Kallus Adet / %

1-)MSO0 (Kontrol) 0/0
2-)MS 0.5 NAA+0.5 BAP 0/0
3-)MS 1.0 NAA+0.5 BAP 1/3,33
4-)MS 2.0 NAA+0.5 BAP 4/13,33 (emb)
5-)MS 4.0 NAA+0.5 BAP 0/0
6-)MS 0.5 2,4-D+0.5 BAP 3/10
7-)MS 1.0 2,4-D+0.5 BAP 0/0
8-)MS 2.0 2,4-D+0.5 BAP 0/0
9-)MS 0.5 NAA+0.5 KINETIN 0/0
10)MS 1.0 NAA+0.5 KINETIN 0/0
11-)MS 2.0 NAA+0.5 KINETIN 0/0

Seker otu bitkisinin anterleri ¢ok kiiclik oldugundan kabin igerisine yerlestirilen
sterio mikroskop altinda ilk 6nce tomurcuklar kesilerek agilmis daha sonra disi organ
ayrilarak anterler ortaya ¢ikarilmistir. Cikarilan anterlerin flamentleri ¢ok ince uclu pens
ve bisturi yardimiyla dikkatli bir sekilde kesilmis ve anterler petri kaplarina, petri basina
10 anter olacak sekilde yerlestirilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Flamentleri kesilerek kiiltiire alinan Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinin
anteri

Sekil 4.5. MS 1.0 NAA+0.5 BAP ortamindan elde edilen sar1 yesil ve koyu sar1
bolgeleri olan kallus

Sekil 4.5’de yesil bolgeler embriyojenik kisimlart gostermektedir. Agik sari
yapilar sulu ve gevrek bir yapida olmakla birlikte birbirine siki halde baghdir.
Genellikle bu yapilardan, ilerleyen zamanlarda herhangi bir farklilasma goriilmemekte
ve zamanla bu yapilar canliigini yitirmektedir. Sekilde orta tist kisimda gorilen koyu
kisimlar ise kirilgan bir yapida olup, kallus pens ile hareket ettirildiginde bu yapilar
ufalanmakta ve ana yapidan kolayca ayrilmaktir. Ilerleyen zamanlarda yapilan
gozlemlerde bu yapilarin 2-3 hafta sonra canliliklarini kaybettigi belirlenmistir.
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Sekil 4.6. MS 2.0 NAA+0.5 BAP ortaminda gelisen koyu yesil renkli gubuk embriyo ve
antosiyaninli yapilar1 igeren embriyojenik kallus

Sekil 4.6°da goriilen yapilar incelendiginde bu yapilar ileriye doniikk umut vaat
etmektedir. Uzerinde goriilen gubuk seklindeki yapilarin, literatiir taramalarindan sonra
cubuk embriyo olduklari teshis edilmistir. Fakat yapilan ¢aligmalarda bu yapilarin
bitkicige doniisiimlerinde ciddi sorunlara rastlanmaktadir. Bu ¢alismada da literatlr
sonuglar1 ile benzer sonuglarla karsilasilmis, elde edilen ¢ubuk embriyolar MSO
ortamina alinmig fakat herhangi bir gelisme gézlemlenmemis ve bu yapilar da ilerleyen
zamanlarda canliliklarini yitirmistir.

Sekil 4.7. MS 2.0 NAA+0.5 BAP ortaminda gelisen sar1 sulu ve gevrek yapidaki kallus
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Sekil 4.8. MS 2.0 NAA+0.5 BAP ortaminda gozlenen yesil embriyojenik kallus ve
tlyll antosiyaninli yapilar

Ik y1l denemeleri sonucunda elde edilen embriyojenik kalluslardan bitkiciklere
doniisim saglanamamistir. Bu amagla ikinci yil denemelerinde embryogenesisi tesvik
etmek amaciyla, anter kiiltiirinde yaygin kullanilan sicaklik soklar1 (sicak ve soguk)
kullanilarak yeni bir deneme plani hazirlanmis ve ilk yilda denenen ortamlara ilave
olarak, ilk yil kullanilmayan 2.4-D ve kinetin kombinasyonlarinin da denenmesine karar
verilmistir.

4.3. Ikinci Y1l Deneme Bulgulari

2015 Eyliil ayinda seker otu bitkisinin ¢igeklenme asamasina gelmesiyle birlikte
ikinci yil denemelerine baslanmistir. Birinci yi1l denemelerinde basart sinirh kaldigi ve
tepki veren anter sayisi az oldugu igin, ikinci y1l denemelerinde embryogenesisi tesvik
etmek amaciyla denemeye sicaklik soklart (soguk ve sicak) eklenmistir. Ayrica birinci
yilda denenmeyen 2,4-D ve kinetin kombinasyonlari da ilave edilerek denemelere
baglanmistir. Denemeler 4 tekerriirli olarak kurulmustur. Toplamda 13 ortam X
3 Uygulama x 4 Tekerrir x 10 anter/ petri olacak sekilde 1.560 anter kiiltiire alinmustir.
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Cizelge 4.2. Farkli kallus / embriyo tesvik ortamlarinda Stevia rebaudiana Bertoni
bitkisinin ikinci y1l denemesinde kallus olusturma frekansi.

Kallus Adet/ % Oran

ORTAMLAR KoLrJ1:tLroI ngC f g
1-)MS0 (Kontrol) 0/0 0/0 0/0
2-)MS 0.5 NAA+0.5 BAP 37 5*** 0/0 0/0
3-)MS 1.0 NAA+0.5 BAP 3/7.5%** 0/0 3/7.5%*
4-)MS 2.0 NAA+0.5 BAP 0/0 0/0 0/0
5-)MS 0.5 NAA+0.5 KINETIN 0/0 0/0 0/0
6-)MS 1.0 NAA+0.5 KINETIN 0/0 . 0/0
7-)MS 2.0 NAA+0.5 KINETIN 0/0 15/37.5* 0/0
(emb)
8-)MS 0.5 2,4-D +0.5 BAP 0/0 0/0 0/0
9-)MS 1.0 2,4-D +0.5 BAP 0/0 0/0 0/0
10-)MS 2.0 2,4-D +0.5 BAP 0/0 0/0 0/0
11-)MS 0.5 2,4-D+0.5 KINETIN 0/0 0/0 0/0
12-)MS 1.0 2,4-D+0.5 KINETIN 0/0 0/0 0/0
13-)MS 2.0 2,4-D+0.5 KINETIN 0/0 0/0 0/0

* 2 adet kallustan olusan 15 adet cubuk seklinde embriyo olusumu
** Kallus ve kallustan meydana gelen organogenesis
*** Embriyojenik yesil ve sar1 renkte globular ve torpedo yapilarinin oldugu kalluslar.

MS 0.5 NAA+0.5 BAP ve MS 1.0 NAA+0.5 BAP ortamlarinin her birinden
%7.5 oraninda embriyojenik kallus elde edilmistir (Sekil 4.9, 4.10). Sicak 6n
uygulamasinda ise MS 1.0 NAA+0.5 Kinetin ortam1 %2.5 oraninda embriyojenik kallus
olusturmus, MS 2.0 NAA+0.5 Kinetin ortami ise %37.5 oraninda ¢ubuk seklinde
embriyo olusturmustur (Sekil 4.11, 4.12). Soguk 6n uygulamasinda MS 1.0 NAA+0.5
BAP ortami1 %7.5 oraninda kallus yoluyla organogenesis vermistir (Sekil 4.13). Yapilan

37



BULGULAR ve TARTISMA Tansu USKUTOGLU

calismada 6n uygulamalar arasinda 6nemli bir fark gézlenmezken MS 1.0 NAA+0.5
BAP ortami daha basarili olmustur. Kinetinli ortamda ise dogrudan ya da kallus
aracilifryla gubuk embriyo yapilariin gelistigi gézlemlenmistir.

Sekil 4.9. MS 1.0 NAA+0.5 BAP ortaminda elde edilen embryojenik kallus

Sekil 4.10. MS 1.0 NAA+0.5 BAP ortaminda 3 farkli anterden gelisen embriyojenik
kalluslar
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Sekil 4.11. MS 2.0 NAA+0.5 KINETIN ortamindan sicak uygulamast ile elde edilen tek
bir adet kallustan ¢ok sayida gubuk embriyo olusumu

Elde edilen ¢ubuk seklindeki embriyolar daha sonra kesilerek 1/2Ms+1 mg/|
IBA iceren ortamlara hem gelisimi tesvik etmek hemde koklendirmek amaciyla
kavanozlara aktarilmis fakat bu embriyolardan bitkiye doniisiim saglanamamistir. Bagka
familyalarda da elde edilen cubuk embriyolardan bitkiciklere doniisiimde ciddi sorunlar
yasandigi bilinmektedir.

Sekil 4.12. MS 2.0 NAA+0.5 KINETIN ortaminda meydana gelen gubuk embriyolar
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Sekil 4.13. MS 1.0 NAA+0.5 BAP ortam1 soguk uygulamasi sonucu kallus araciligryla
meydana gelen organogenesis

Soguk uygulama (kallustan organogenesis) sonucu elde edilen Ug¢ adet bitkicik
kesilerek, koklendirmek amaciyla kavanozlara alinmistir (Sekil 4.14). Koklenmeyi
tesvik etmek amaciyla 2 MS+1 mg/l IBA ortami kullanilmistir. Kavanozda yeterince
gelisen bitkiciklerin koltuk alti tomurcuklari kullanilarak klonal ¢ogaltma yapilmistir
(Sekil 4.15). Buradan gelisen bitkicikler de yukarida belirtilmis olan koklendirme
ortamina alinarak koklenmeleri saglanmistir. Ortalama 10-12 giin sonra Yyeterince
koklenen bitkicikler topraga alinarak alistirma serasina konulmustur (Sekil 4.16). Iki
hafta alistirma serasi kosullarinda bekletilen bitkiler normal sera kosullarina alinarak
saksilara aktarilmistir.

Morfolojik olarak haploid bitki goriiniimiinde olmayan bitkilerin yapraklarinda
kontrol bitkileri ile karsilastirmali olarak stoma sayimlar1 yapilmistir. Sterio mikroskop
altinda yapilan sayimlarda s6z konusu bitkilerin kontrol bitkilerinden farkli olmadigi
bulunmustur.
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Sekil 4.14. Kalluslardan bistlri yardimiyla kesilerek ayrilan siirgiinler %2 MS+ 1 mg/1
IBA iceren ortamlarda koklendirilmesi
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Sekil 4.15. Yeterince gelisen bitkilerden koltuk alt1 tomurcuklari kullanilarak klonal
cogaltma
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Sekil 4.16. Soguk uygulamasi ve MS 1.0 NAA+0.5 BAP ortamindan kallus araciligi ile
meydana gelen bitkiciklerin topraga alistirilmasi (Buradaki 15 adet bitkicik
in vitro kosullarda klonal olarak gogaltilmistir).

Yukarida bulgular1 verilen bu ¢alismada seker otu bitkisinde optimum kosullarin
bulunmasi i¢in anterler NAA, 2,4-D, BAP, Kinetin ve bunlarin farkli dozlar ile birlikte
kombine edilerek, anterler kiiltiire alinmistir. En fazla kallus MS 1.0 mg/l ve 2.0 mg/I
NAA+0.5 BAP igeren ortamlardan alinmistir.

Bitki buytime duzenleyiciler, 6zellikle oksin hormunu bitkilerden androgenesisi
baslatmada yaygin olarak kullanilmakta, gerekli hormon konsantrasyonlari ise bitkiden
bitkiye degismektedir (Kasha vd 1990). Bitkilere uygulanan stress uygulamalari ise
farkl tlirlerde androgenesisi uyardigi ve elde edilen androgenik kallus oranini arttirdigi
bilinmektedir (Touraev vd 1997, Immonen ve Robinson, 2000, Pechan ve Smykal,
2001). Ozellikle soguk ve sicaklik uygulamalari mikrosporlarin gelisimlerinin ilk
evresinde bitki gelisimini yonlendirmekte ve elde edilen basariyr tiirden tiire
degistirmekle birlikte pozitif yonde etkiledigi bilinmekte fakat yapilacak uygulamalar
ve bu uygulamalarin siiresi ise her tlirde farklilik gostermekte, ayrica muamelenin
yapilacagi bitki organinda da (izole edilmis anter, tim bitki ya da sadece tomurcuk)
farkliliklar bulunmaktadir (Ferrie vd 1995). Seker otunda bu alanda yapilmis bir ¢alisma
bulunmadigindan dolay1 2 giinliik sicaklik soklar1 (+4 °C ve 35 °C ) denenmis, sicaklik
uygulamalarinin kallus olusumuna herhangi bir etkisi oldugu gézlemlenmemistir.
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Aygigeginde, Badigannavar ve Kuruvinashetti (1996) yaptiklar1 ¢alismada soguk
uygulama, karanlikta inkiibasyon ve farkli hormon konsantrasyonlar1 (2,4-D, BAP ve
NAA) ile aycigeginde kallus olusturma frekanslarini izlemislerdir. En yiiksek oranda
kallus soguk uygulamalar sonucunda elde edilebilmis ve soguk uygulama basarili
bulunurken en basarili ortamlar ise 2,4-D (2 mg/l)+BAP (1 mg/l) ve NAA (1mg/l)+BAP
(1 mg/1) oldugu gozlemlenmistir. Ayciceginde yapilan bagka bir arastirmada ise Saji ve
Sujatha (1998) ayg¢iceginde hasat ettikleri tomurcuklara uyguladiklart 4 °C soguk
uygulamasinin kallus olusumuna etkisinin olmadigini ancak embriyogenesisi 4 kat
arttirdigini tespit etmislerdir. Yaptigimiz arastirmada da benzer sonuglara raslanmis
kallus olusumunda bir farklilik olmazken kallustan organogenesis soguk uygulamasi
sonucu meydana gelmistir. En basarili ortam ise NAA (1 mg/l) ve BAP (0.5 mg/l)
konsantrasyonundan alinmig ve aygiceginde yapilan bu ¢alismayla benzer ortamlardan
kallus elde edilebilmistir. Prasad vd 1990 yilinda aspirde (Carthamus tinctorius L.)
yaptiklar1 arastirmada farkli genotiplerin 5 farkli kiiltiir ortaminda 0-15 giin aras1 soguk
on uygulamasi (+5 °C) ile BAP ve NAA hormonun etkileri incelenmistir. Yaptiklar
aragtirmada soguk uygulamasi tiim genotiplerde kallus oranini kontrol uygulamasina
gore arttirdigin tespit edilirken uzayan soguk uygulamalarinda ise anterlerin canliligini
kaybettigi bulunmustur. Artan oranlarda uygulanan BAP (0.5-2.0 mg/l) ve sabit tutulan
NAA (0.5 mg/l) oranlarinda kallus olusumunun ¢ok az miktarda azaldigi fakat elde
edilen kalluslardan ise siirgiin meydana gelme olasiliginin arttigini gézlemlemislerdir.
Sabit oranlarda tutulan BAP (0.5 mg/l) ve artan oranlardaki NAA (1.0-3.0 mg/l)
konsantrasyonlarinda ise kallus ve kalluslardan siirgiin olusumunun azaldigini tespit
etmislerdir. Seker otunda yliriittiiglimiiz calismada BAP (0.5 mg/l) oran1 sabit tutularak
degisik oranlarda oksin hormonlart kullanilmigtir. NAA (1-2.0 mg/l) ve BAP (0.5 mg/l)
konsantrasyonlarindan kallus gelisimi gozlemlenmis ve NAA (4.0 mg/l) yiiksek
konsantrasyonlarinda ise bitki gelisimini olumsuz etkiledigi ve herhangi bir gelisim
olmadig1 goriilmistiir. Anterlerden haploid bitki uyarttimi birgok faktoriin etkisi
altindadir ve soguk uygulamanin ise bazi tiirlerde basarili olmadig1 ve etkisinin ise
tiirden tlire degistigi farkli genotiplerde farkli sonucglar alindigi bilinmekte hatta ayni
genotiplerde farkli yetisme kosullarinda farkli tepkiler meydana gelebilmektedir (Ali
2008). Bu yiizden kesin bir yargiya varmak i¢in soguk uygulamanin farkli siirelerde ve
farkli sekillerde ki uygulamalarininda daha detayl: olarak incelenmesi gerekmektedir.

Anter kiiltiirlinde elde edilen bitkiler ya anter duvarlarindan (somatik kékenli) ya
da mikrospordan (androgenik kokenli) olabilmekte ve birgcok tiirde somatik kokenli
meydana gelen bitkicikler sorun teskil etmektedir. Zhong vd 1995 yilinda aygigeginde
yaptiklar1 arastirmada yiliksek oranlarda kallus elde ettikleri ve bu kalluslardan
bitkiciklere doniisiim saglamiglardir. Fakat elde ettikleri bitkiciklerin birgogu anter
duvarindan gelismis yani somatik dokulardan kéken almis diploid bitkicikler oldugunu
bulmustur, nitekim yaptigimiz ¢alismadada elde ettigimiz bitkicik somatik dokulardan
gelismis yani diploid karakterde oldugu tespit edilmistir. Anter kiiltiirlinde yaygin
karsilagilan bu durum devam ettigi takdirde anternatifi olan mikrospor Kkiiltiirliniin
denemesi gerekmekte anter duvarlar1 uzaklastirilarak mikrosporlar dogrudan kiiltiire
alinarak gelisimin mikrospor kokenli olmasi saglanmali ve haploid bitki gelisim
oraninin arttiritlmasi gerekmektedir.
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5. SONUC

Bu c¢alismada; Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde farkli hormon ve on
uygulamalarin androgenesis lizerine etkileri arastirilmistir. Birinci yil ¢aligmalarinda
MS besin ortaminda 11 farkli hormon konsantrasyonunun androgenesis tzerine etkisine
bakilmistir. Birinci yi1l denemeleri sonucunda seker otu bitkisinden elde edilen
kalluslardan bitkiciklere doniistim saglanamadigi igin ikinci yi1l denemelerinde bazi
yuksek hormon konsatrasyonlari ¢ikarilmis, bunun yerine denenmeyen 2,4 D ve Kinetin
kombinasyonlart eklenmis ve toplamda 13 ortamda 4 tekerrlrli olarak ydrGtilen
arastirmada 6n uygulamasiz (Kontrol) ve 2 farkli sicaklik (+4°C ve +35°C) uygulamali
olarak toplamda 1.560 anter kiiltiire alinarak ikinci yil ¢alismalart da tamamlanmaistir.

Anter kultirinde optimum sicaklik ve uygulama siiresi tiirden tiire degismekle
birlikte ayn1 zamanda kullanilacak explant (tiim ¢igek, sadece tomurcuklara veya izole
edilmis anterlere) kaynagina gore de uygulama siireleri degismektedir (Dunwell 1981).
On calisma olarak onceden vyiiriittiigiimiiz farkli siirelerde (2, 4, 6, 8 gin +4°C)
tomurcuklara uygulanan soguk uygulamalarindan sonu¢ alinamadigindan, uygulamalar
tomurcuklara degil dogrudan kiiltiire alinan anterlere uygulanmis, tim mikrosporlarin
ayni asamada kalmasi ve mikrosporlarin gelisimini generatif yonden vejatatif yone
dogru kaydirilmas1 amaglanmistir. Nitekim sicak uygulamasinin da altinda yatan sebep
tepki vermeyen anterlerin gelisiminin yonlendirilmesidir. Birinci yil denemelerinde 3
farkli ortamdan kallus elde edilebilmis, diger kiiltlir ortamlarinda anterlerden herhangi
bir farklilasma meydana gelmemistir. Birinci y1l denemeleri sonucunda en iyi tepki MS
2.0 NAA+0.5 BAP ortamindan %13.33 embriyo orani ile elde edilmis bu sonucu %10
kallus olusturma orani ile MS 2,4-D+0.5 BAP ve sonuncu olarak ise %3.33 kallus orani
ile MS 1.0 NAA+0.5 BAP ortamu takip etmistir. Elde edilen hem embriyojenik kalluslar
hemde sar1 sulu gevrek yapidaki embriyojenik olmayan kalluslardan sonradan bir
farklilasma meydana gelmemis ve bu yapilar yavas yavas kahverengiye donerek
canhiliklarimi yitirmistir.

Ikinci y1l denemeleri sonuglarinda her ne kadar uygulamalar arasinda 6nemli bir
fark gorulmesede, soguk uygulamasindan kallus araciligi ile organogenesis meydana
gelmis, sicak uygulamasindan ise ¢ok sayida cubuk embriyo elde edilmistir. On
uygulamasiz MS 0.5 NAA+0.5 BAP ve MS 1.0 NAA+0.5 BAP ortamlarinin her
birinden %7.5 oraninda embriyojenik kallus elde edilmistir. Sicak 6n uygulamasinda ise
MS 1.0 NAA+0.5 Kinetin ortam1 %2.5 oraninda embriyojenik kallus olusturmus, MS
2.0 NAA+0.5 Kinetin ortam1 ise %37.5 oraninda c¢ubuk seklinde embriyo
olusturmustur. Soguk 6n uygulamasinda MS 1.0 NAA+0.5 BAP ortami1 %7.5 oraninda
kallus yoluyla organogenesis meydana gelmistir.

Farkli sitokinin uygulamalart (BAP, TDZ, Kinetin) anterler iizerinde farkli
tepkilere sebep olmaktadir. Bu galismada 2 farkli sitokinin uygulanmis ve bunlar
degisik hormonlarla kombine edilmistir. Sitokinin olarak kullanilan kinetin hormonunun
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kiiltiire alinan anterlerde dogrudan ¢ubuk embriyolar1 tesvik ettigi baska arastirmalarda
da gorulmistdr. Nitekim bu yapilardan bitkiciklere doniisiimde tiim ¢alismalarda benzer
sorunlarla karsilagilmakta, belli siireler sonunda ise ¢ubuk embriyolar canliliklarini
kaybetmektedir. Yirittiiglimiiz bu arastirmada da benzer sonuglara rastlanmig, elde
edilen gubuk embriyolar MS ortaminin kuvvetli gelecegi diistiniilerek 2 MS ortamina
almmis fakat canliliklar1 korunamamis ve 2 hafta sonra bu yapilar kahverengileserek
Olmiislerdir.

Soguk uygulamasindan kallus araciligi ile elde edilen organogenesis bitkicikleri
kalluslardan 6zenle kesilerek ayrilmis ve koklendirme ortami olan %2 MS ve 1 mg/l IBA
iceren ortamda yeterli gelisimleri saglandiktan sonra in vitro kosullarda g¢ogaltilarak
alisirma seralarma almmustir. Iki hafta boyunca alisirma seralarinda bekletilen
bitkilerin yeterli gelisimleri saglandiktan sonra morfolojik gozlemler yapilmistir.
Morfolojik olarak haploid bitki goriiniimiinde olmayan bitkilerin yapraklarinda kontrol
bitkileri ile karsilagtirmali olarak stoma sayimlart yapilmistir. Sterio mikroskop altinda
yapilan sayimlarda sdz konusu bitkilerin kontrol bitkilerinden farkli olmadigi yani
diploid oldugu goézlemlenmistir. Daha sonra kesin sonuglar i¢in kok ucu kromozom
sayimi ve flow sitometri analizi de yapilacaktir. Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde
bundan 6nceki tek calisma niteligi tagiyan fakat detaylarina ulasilamayan calismada da
elde edilen bitkilerin diploid karakterde oldugu bilinmektedir.

Seker otu bitkisinin anterlerinin ¢ok hassas ve tomurcuk iginden ¢ikan anterlerin
birbirlerine temas halinde olmasi bu bitkide yapilan ¢alismalar1 zorlastirmaktadir. Her
ne kadar kiiltiire alinan anterlerde yaralanma gozlemlenmese de flamentleri kesilen ve
birbirlerinden ayrilan anterlerde mekanik yaralanmalar olabilecegi g6z Oniline
alinmalidir. Bundan sonraki ¢alismalara yol gdostermesi bakimindan, anterlerin kiltire
toplu olarak ve flamentleri kesilmeden alinmasi halinde elde edilecek basarinin
arttirllabilecegi diisiiniilmektedir.

Seker otu bitkisinde elde edilen embriyojenik kalluslar ve gubuk embriyolar bu
bitkide yapilan ¢alismalardan haploit bitkiler elde edilebilecegini gozler 6niine sermistir.
Her iki y1l denemesinde de en basarili ortamlar MS 1.0 mg/l ve MS 2.0 mg/l NAA+0.5
BAP iceren ortamlardan alinmistir. Cubuk embriyo elde edilmesi bakimindan en
basarili sonug ise ikinci yi1l denemesinde MS 2.0 NAA+0.5 Kinetin igeren sicak
uygulamasindan elde edilmistir.

Bu ¢alismada haploid bitkilerin elde edilmesi bakimindan tam bir protokol
gelistirilememis olmasina ragmen, ileride yapilacak c¢aligmalara bir temel
olusturulmustur.
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